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Das humane Magenpathogen Helicobacter pylori (H. pylori) besiedelt den menschlichen Magen schon seit 
Jahrtausenden und langjährige Infekonen können zu der Entstehung schwerwiegender Krankheiten wie Ma-
genkrebs und Magengeschwüren führen. Die H. pylori induzierte Pathogenese ist eng mit der Expression ei-
nes bakteriellen Typ IV Sekreonssystems (T4SS) assoziiert, das die Translokaon des Effektorproteins CagA in 
die Wirtszelle vermielt.
Bisher ist noch unbekannt, in welchem Ausmaß wirtszellspezifische Faktoren die T4SS induzierte Pathogenese 
auf molekularer Ebene beeinflussen. Deshalb sollte dieser Aspekt hier systemasch analysiert werden. Hierfür 
wurden 19 eukaryosche Zelllinien, die sich aufgrund ihrer unterschiedlichen Herkun in der Expression ver-
schiedener Wirtszellfaktoren unterscheiden, mit H. pylori infiziert und auf die Ausprägung TFSS induzierter Phä-
notypen untersucht. Interessanterweise unterschieden sich die infizierten Zelllinien tatsächlich erheblich in ih-
rer zellulären Antwort auf das T4SS, was hervorhebt, was für eine große Rolle Wirtszellfaktoren in der H. pylori 
induzierten Pathogenese spielen. Diese Ergebnisse liefern bedeutungsvolle Hinweise für die Entwicklung neuer 
therapeuscher Ansätze, die die Wichgkeit von Wirtszelldeterminanten miteinbeziehen.
Auch der genaue Au
au des bakteriellen T4SSs ist noch nicht vollständig geklärt und bisher konnten neben 
CagA und Pepdoglycan keine weiteren translozierten Effektoren idenfiziert werden. Deshalb wurde in dieser 
Arbeit zusätzlich eine genomweite Screening-Methode etabliert, die es ermöglicht, sowohl neue Komponen-
ten des T4SSs als auch translozierte NF-κB Effektoren und bakterielle Adhäsine zu idenfizieren. Die Ergebnis-
se sollen das Verständnis der T4SS induzierten Pathogenese erweitern und dabei helfen neue bakterielle, me-
dizinisch relevante Angriffspunkte zu idenfizieren.
Der translozierte Effektor CagA ist einer der wichgsten Virulenzfaktoren von H. pylori. Dennoch ist die ge-
naue Funkon noch nicht vollständig geklärt. Um die Rolle von CagA in der H. pylori induzierten Pathogene-
se besser verstehen zu können, wurde in dieser Arbeit auch der Einfluss von CagA auf den EGF-Rezeptor un-
tersucht, ein Rezeptor, der durch das Steuern zellproliferatorischer Vorgänge ebenfalls eng mit der Entstehung 
von Krebs in Verbindung steht und in den ersten Stunden einer H. pylori Infekon akviert wird. Hierbei stell-
te sich heraus, dass CagA nach längeren Infekonsperioden die Endozytose des EGF-Rezeptors durch die Ak-
vierung der Nicht-Rezeptor Tyrosinkinase c-Abl hemmt und dadurch eine starke Erhöhung der Rezeptorpo-
pulaon auf der Wirtszelloberfläche induziert. Interessanterweise führt dieser Effekt jedoch nicht zu einer 
Verstärkung der EGF-Rezeptor Signaltransdukon. Vielmehr kommt es zu einer Hemmung der EGF-Rezeptor 
Transakvierung und zu einer Blockade der EGF vermielten Wundheilung. Die Daten sprechen demnach ge-
gen die gängige Hypothese, dass die EGF-Rezeptor Transakvierung Magenkrebs induziert und weisen viel-
mehr auf eine Rolle des EGF-Rezeptors in der H. pylori induzierten Geschwürbildung hin. Interessanterweise 
bleiben einige Komponenten des EGF-Rezeptor Signalwegs dennoch intakt und demonstrieren so, wie selek-
v H. pylori wirtszellspezifische Signaltransdukonswege kontrolliert und manipuliert. Auch der zu Grunde 
liegende molekulare Mechanismus konnte hier entschlüsselt werden, der sowohl von CagA als auch von der 
Phosphatase SHP-2 gesteuert wird.
Zusammengefasst liefert die Arbeit nicht nur mechanissche Einblicke in die molekularen Vorgänge T4SS ver-
mielter Wirtszellantworten und in die Funkon von CagA, sondern ermöglicht durch den hier entwickelten 
Screen zusätzlich die Idenfikaon unbekannter bakterieller Virulenzfaktoren, die direkt in die T4SS induzier-
te Pathogenese involviert sind.
Zusammenfassung
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The highly adapted human gastric pathogen Helicobacter pylori (H. pylori) colonizes at least half of the world`s 
populaon and elicits a tremendous medical burden because of its causave associaon with pepc ulcer di-
sease and gastric cancer. The pathogenic potenal of H. pylori is intricately linked to the expression of a patho-
genicity island encoded type IV secreon system (T4SS), which translocates the bacterial effector protein CagA 
into the eukaryoc host cell. Despite substanal scienfic work, the role of host cell determinants in T4SS me-
diated pathogenesis has not yet been systemacally examined.  Furthermore, neither the exact assembly of the 
T4SS apparatus nor addionally translocated effector molecules, except CagA and Pepdoglycan, are known 
so far. 
To elucidate the role of host cell factors within T4SS induced host cell responses, 19 different eukaryoc cell li-
nes were analyzed systemacally for respecve phenotypes. Since the examined cell lines differ in their ge-
nec background and therefore in the expression of specific host cell factors, they are a powerful tool for the 
determinaon of host cell factor significance in pathogenic mechanisms. 
Remarkably, T4SS mediated host responses among these cell lines varied considerably, thereby demonstra-
ng the importance of host cell components in H. pylori induced pathogenesis. These results have implica-
ons for the development of novel therapeuc strategies, strongly suggesng host environmental condions 
should be taken into consideraon. In addion, a H. pylori genome wide bacterial screen for factors important 
in pathogenesis, such as unknown T4SS components or novel Nf-κB effector molecules, was developed and 
opmized. 
The prominent effector CagA is strongly linked to the development of severe disease, including cancer; how-
ever, the precise funcon of this protein remains unclear. To funconally characterize the role of CagA, its im-
pact on the epidermal growth factor (EGF)-receptor pathway was analyzed. The results suggest a mechanism 
where EGF-receptor endocytosis is completely blocked during prolonged infecons, leading to an elevated re-
ceptor surface exposion. This blockage is mediated by the CagA induced acvaon of c-Abl, a non-receptor 
kinase phosphorylang the EGF-receptor tyrosine 1173, followed by inhibion of EGF-receptor internalizaon 
and degradaon.
Surprisingly, EGF-receptor transacvaon and EGF-dependent wound healing are selecvely blocked during 
prolonged infecons, indicang that an increased receptor-populaon on the cell surface does not necessarily 
promote signaling. This data contradicts the current hypothesis that transacvated EGF-receptor signaling is 
involved in the development of H. pylori  mediated gastric cancer and instead suggests a role for the EGF-re-
ceptor in H. pylori- induced ulcer disease. The underlying molecular mechanism was idenfied as being SHP-2 
and CagA dependent.
Intriguingly, several components of the EGF-receptor pathway remain funconal during infecons with H. py-
lori, stressing the complexity of host-pathogen interacons. 
Taken together, this work reveals profound mechanisc insights into the funcon and selecvity of the T4SS 
and its translocated effector CagA. Furthermore, the newly established screening procedure has laid the foun-
daons for future insight and discovery of as yet unknown bacterial virulence factors crical to H. pylori pa-
thogenesis.
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Einleitung1.  
Helicobacter1.1.  pylori, das humane Magenpathogen
Die ersten Bakterien im menschlichen Magen wurden bereits 1893 entdeckt (Bizzozero et al., 
1983). Da ein Überleben von Bakterien im sauren Milieu des Magens jedoch für unmöglich 
gehalten wurde, erklärte man sich die Beobachtung mit der Aufnahme von kontaminierter 
Nahrung. Erst 90 Jahre später gelang Barry Marshall und Robin Warren die erfolgreiche Iso-
laon und Kulvierung eines den menschlichen Magen kolonisierenden, spiralförmigen, mi-
kroärophilen Bakteriums (Abb. 1.1), welches den Menschen bereits seit zehntausend Jah-
ren besiedelt: Helicobacter pylori (Falush et al., 2003;Marshall und Warren, 1984). Die lange 
Verbindung zwischen dem Bakterium und dem Menschen ermöglicht es, menschliche Mig-
raonen durch eine Genotypisierung verschiedener Stämme aus unterschiedlichen Regio-
nen der Erde zu analysieren. So konnte schließlich ein umfassendes Bild jahrtausendlanger 
Wanderungsprozesse des Menschen generiert werden (Falush et al., 2003).
Nach der Idenfikaon und Isolierung des Bakte-
riums stellte sich heraus, dass es sich bei dem 
Bakterium nicht um einen harmlosen Kommen-
salen handelt, sondern um einen pathogenen 
Organismus, der die Entstehung schwerer Er-
krankungen wie Magenkrebs und Magenge-
schwüren begünsgt (Marshall et al., 1985;Morris 
und Nicholson, 1987). Da Morris und Marshall 
durch einen Selbstversuch mit H. pylori das erste 
Bakterium nachweisen konnten, das Entzündun-
gen des Gewebes hervorrufen kann, erhielten 
sie 2006 den Nobelpreis für Medizin. Die Ergeb-
nisse weiterer Studien zeigten, dass eine Infek-
on mit Helicobacter pylori (H. pylori) zu einer 
Vielzahl gastrointensnaler Erkrankungen wie 
chronischer Gastris, Magengeschwüren, MALT-
Lymphomen (MALT: mucosa-associated lympho-
id ssue) 1 und Magenkrebs führen kann. 
Abb. 1.1: Das spiralförmige gram-negave Bak-
terium Helicobacter pylori. 
Elektronenmikroskopische Aufnahme von H. pylori in-
fizierten AGS-Zellen nach einer Zytoskele-Präpara-
on. Bakterien (grün) adhärieren auf dem Zytoskele 
der Wirtszelle. 
1 Da es schwierig sein kann, englische Begriffe ins Deutsche zu übersetzen, wurden in dieser Arbeit teil-
weise englische Termini verwendet und durch eine kursive Schreibweise gekennzeichnet.
17Ein le i tung
Dies führte schließlich dazu, dass das Pathogen 1994 von der Weltgesundheitsorganisaon 
(WHO) als ein Klasse 1 Karzinogen eingestu wurde (WHO, 1994). Obwohl diese Klassifizie-
rung umfangreiche Forschungsarbeiten nach sich zog, ist die Frage, warum und wie H. pylo-
ri pathogene Prozesse induziert, noch nicht vollständig geklärt. Bisher geht man davon aus, 
dass für die Entstehung schwerwiegender Krankheiten viele Faktoren aufeinander treffen 
müssen. Hierzu gehören beispielsweise unterschiedliche Lebensumstände (Rauchen, Nah-
rung), bakterielle Stämme und genesche Veranlagungen infizierter Paenten (Epplein et al., 
2008;Koivisto et al., 2008;Namiot et al., 2007).
Heute sind schätzungsweise 50% der Weltbevölkerung mit dem Magenkeim infiziert und 
in Anbetracht der Tatsache, dass trotz moderner Behandlungsmöglichkeiten jährlich immer 
noch ca. 405 000 Menschen an Magenkrebs sterben, ist die Erforschung der molekularen 
Wirt-Pathogen Interakon von großer medizinischer Bedeutung.
Pat1.2. hogenese
Eine langjährige Infekon mit H. pylori ru immer eine histologisch nachweisbare Gastri-
s hervor, die in Abhängigkeit ihres Entstehungsorts entweder zu einem Anseg oder Ab-
fall der gastrischen Säuresekre-
on führen kann (Abb. 1.2). 
Hierbei kann es zu einer Nicht-
atrophischen antralen Gastris 
oder einer atrophischen Gastri-
s kommen. Eine Nicht-atrophi-
sche antrale Gastris resulert in 
einer erhöhten Säureprodukon, 
die zu der Entstehung von duode-
nalen Geschwüren führt (Kontu-
rek et al., 1990;Shaw et al., 1987). 
Dieser Vorgang wird als pepsche Ulzeraon bezeichnet. Im Gegensatz dazu resulert eine 
atrophische Gastris des Magenkorpus und Magenantrums (Abb. 1.3) in einer verringerten 
Abb. 1.2: Schemasche Darstellung der 
Pathogenese einer H. pylori Infekon.
Eine Infekon mit H. pylori kann nach 
jahrelanger Infekon zu der Entstehung 
ernsthaer Krankheiten führen. Ange-
fangen mit einer Entzündung der Muko-
sa (Magenschleimhaut) entwickelt sich 
eine chronische, akve Gastris, die je 
nach Entstehungsort und Intensität zu ei-
ner atrophischen Gastris oder pepscher Ulzeraon heranwachsen kann. Die atrophische Gastris kann sich zu einem 
Magenkarzinom entwickeln, aus der chronischen akven Gastris kann ein MALT-Lymphom entstehen (Kusters et al., 
2006;Telford et al., 1997).
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Säuresekreon und begünsgt so die Entwicklung von Magenkarzinomen (Peek, Jr. und Bla-
ser, 2002).
Abb. 1.3: Schemasche Darstellung des menschlichen Magens.
Der menschliche Magen wird in fünf Bereiche eingeteilt: Kardia (Mageneingang), Fundus (Magengrund), Korpus (Magen-
körper), Antrum und Pylorus (Magenpförtner). Der Pylorus bildet den Übergang zum Duodenum (Zwölffingerdarm).
Interessanterweise häufen sich in letzter Zeit ebenfalls Studien über posive Auswirkungen 
von H.  pylori Infekonen auf den gesundheitlichen Zustand des Paenten. So konnte bei-
spielsweise gezeigt werden, dass eine Infekon in frühester Kindheit das Risiko zu einer Ent-
wicklung von Allergien und Asthma reduziert (Blaser et al., 2008;Chen und Blaser, 2007). 
Dies könnte darauf zurückgeführt werden, dass es in mit H. pylori infiziertem Gewebe zu ei-
ner starken Einwanderung regulatorischer T-Zellen (T
regs
) kommt, die Immunantworten ge-
zielt unterdrücken (Enarsson et al., 2006;Lundgren et al., 2005). Trotz der unangezweifelten 
Assoziaon von pathogenen H. pylori Stämmen und der Entwicklung von Magenkrebs und 
Magengeschwüren verdeutlichen kontroverse Diskussionen dieser Art, wie unklar die Ein-
flüsse von H. pylori auf den Menschen sind und unterstreichen die Wichgkeit weiterführen-
der Studien (Bourzac und Guillemin, 2005;Hatakeyama und Brzozowski, 2006).
Die Imm1.3. unantwort
H. pylori Infekonen zeichnen sich durch die Indukon einer sehr komplexen Immunantwort 
aus. So hat das Pathogen verschiedenste Mechanismen entwickelt, um der Immunreakon 
des Wirts zu entgehen. Ein bedeutender Mechanismus wird hierbei durch den Virulenzfak-
tor VacA (vacuolang cytotoxin A; siehe S. 20-21) vermielt (Abb. 1.4), für den gezeigt wer-
den konnte, dass er die Reifung von T-Lymphozyten und B-Zellen blockieren kann (Gebert et 
al., 2003;Torres et al., 2007). Durch die gezielte Unterdrückung einer erfolgreichen Immun-
reakon verhindert VacA, dass die einwandernden Immunzellen zu einer erfolgreichen Era-
dizierung des Pathogens führen. Aber auch zahlreiche weitere Mechanismen helfen dem Pa-
thogen der Immunantwort zu enliehen. 
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So ist H. pylori beispielsweise in der Lage, durch die gezielte Hemmung der Synthese von 
Sckoxiden (NO) die Produkon von Makrophagen akvierenden Molekülen zu inhibieren 
(Gobert et al., 2001, 2002). Darüber hinaus kann H. pylori der Phagozytose durch Makropha-
gen entgegen wirken, indem das Bakterium Cholesterol glykosyliert und in seine Zellmemb-
ran einbaut (Wunder et al., 2006). Andere Studien haben gezeigt, dass die von Makrophagen 
gebildeten Phagosomen nach Aufnahme der Bakterien fusionieren und zu Megasomen an-
wachsen, in denen die Bakterien nicht getötet werden können. Die Megasomen können so 
von den Bakterien gezielt als Nische genutzt werden. Für diesen Vorgang werden viele bakte-
rielle Virulenzfaktoren wie VacA, Urease und das Typ IV Sekreonssystem von H. pylori (sie-
he S. 21-21) benögt (Allen et al., 2000;Schwartz und Allen, 2006). In der langjährigen Per-
sistenz des Bakteriums spielt außerdem die schon auf Seite 12 erwähnte H. pylori induzierte 
Erhöhung von regulatorischen T-Zellen (T
regs
) im Magen und Duodenum eine große Rolle. Sie 
führt zu einer akven Unterdrückung T-Zell vermielter Prozesse, durch die H. pylori der Im-
munantwort ausweichen kann (Lundgren et al., 2005).
Obwohl H. pylori einen Teil der Immunantwort supprimiert, kommt es in infiziertem Gewebe 
dennoch stets zu einer proinflammatorischen Reakon. Diese wird von adhärenten Bakteri-
en induziert und zeichnet sich durch eine erhöhte Ausschüung von Zytokinen wie Interleu-
kin 8 (IL-8) aus. Die Zytokine rekrueren und akvieren Neutrophile und Monozyten in der 
Magenmukosa (Magenschleimhaut), welche reakve Sauerstoff-und Sckstoffverbindungen 
bilden (Abb. 1.4), die zu Schädigungen des Magenepithels führen können (Dallegri und Ot-
tonello, 1997).
Die individuelle Immunantwort des Wirts besmmt den Krankheitsverlauf entscheidend mit. 
Dieser ist eng mit dem Verhältnis von sekreerten pro-und an-inflammatorischen Zytoki-
nen assoziiert. Bei Infekonen, die einen schwerwiegenden Krankheitsverlauf induzieren, 
findet man, im Gegensatz zu Infekonen die unbemerkt bleiben, häufig eine Verschiebung 
des Zytokin-Gleichgewichts (Abb. 1.4). Hier begünsgt beispielsweise eine erhöhte Aus-
schüung von IL-12 die Entwicklung von T
H
1-Zellen (Typ1 T-Helferzellen), die an der zellver-
mielten Immunantwort beteiligt sind (D‘Elios et al., 1997). Eine Verlagerung des Gleich-
gewichts zugunsten von TH1-Zellen endet häufig in der Zerstörung des mukosalen Gewebes 
sowie in der Zerstörung der ökologischen Nische von H. pylori durch Atrophie (Karnes, Jr. et 
al., 1991). Demzufolge ist eine starke proinflammatorische Reakon weder vorteilha für 
den Wirt, noch für das Pathogen.
Im Magen von Menschen die eine asymptomasche Infekon haben, werden stadessen 
H. pylori spezifische TH0-Zellen nachgewiesen, die in ihrem sezerniertem Zytokinmuster so-
wohl TH1- als auch TH2-Zellen entsprechen (Typ2 T-Helferzellen) (D‘Elios et al., 1997). Wäh-
rend TH1-Zellen wichg für die Abwehr intrazellulärer Bakterien sind, besmmen TH2-Zellen 
die humorale Immunantwort mit und repräseneren wichge Marker für die Bekämpfung 
extrazellulärer Bakterien. Durch das ausgeglichene Verhältnis der verschiedenen T-Zell Popu-
laonen kommt es bei asymptomaschen Infekonen nicht zu einer starken Schädigung des 
Gewebes und deshalb auch nicht zu der Entstehung enrsthaer Krankheiten. Dies hebt her-
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vor wie wichg die Erforschung von Wirtszellfaktoren ist, die die Pathogenese in H. pylori in-
fizierten Paenten mitbesmmen.
Der Verlauf der Immunantwort des Wirts wird aber neben wirtszellspezifischen Faktoren, 
wie beispielweise der individuellen geneschen Disposion, ebenfalls sehr stark von der Ex-
pression bakterieller Virulenzfaktoren beeinflusst, die Thema des nächsten Abschnis sind.
Bakterielle Virulenzfaktoren1.4. 
Ur1.4.1. ease, Flagellen und Adhäsine
Die kolonisierenden Bakterien befinden sich normalerweise innerhalb der ersten 15 μm der 
Magenmukosa oberhalb des Epithels (Juxtamukosa), da sie in dem sauren Milieu des Magen-
lumens nicht lange überlebensfähig sind (Montecucco und Rappuoli, 2001;Schreiber et al., 
2004). Um in den Mukus zu gelangen, sind vor allem zwei Virulenzfaktoren von entscheiden-
der Bedeutung: das Metalloenzym Urease und Flagellen, mit denen sich die Bakterien fort-
bewegen. Die Urease wird von den Bakterien sekreert (Abb. 1.4) und katalysiert die Spal-
tung von Harnstoff zu Kohlendioxid und Ammoniak (NH3). Der Ammoniak reagiert wiederum 
mit Protonen (H+) zu Ammonium (NH4
+) und steigert so den pH-Wert des extrazellulären Mi-
lieus. Diese Veränderungen schützen das Bakterium vor einer zu sauren Umgebung und er-
leichtern ihm die Kolonisierung (Hong et al., 2003;Sngl et al., 2002;Weeks et al., 2000).
Nur ein geringer Anteil der Bakterien adhäriert am Epithel und löst dort zahlreiche Wirtszell-
Prozesse aus. Für die Adhäsion nutzt H. pylori eine große Anzahl verschiedenster Adhäsine 
wie AlpA/B, BabA, SabA/B, HopZ und HorB (Beswick et al., 2006b;Snelling et al., 2007). Diese 
bakteriellen Oberflächenproteine binden u.a. an fucosylierte und sialylierte Blutgruppenan-
gene der Zellen und vermieln dem Bakterium aufgrund ihrer großen Anzahl verschiedens-
te Bindungsmöglichkeiten, durch die sie sich schnell an Veränderungen der äußeren Epithel-
schicht anpassen können. Da viele pathogene Porzesse von einer erfolgreichen Adhäsion der 
Bakterien an das Epithel abhängen, werden auch Adhäsine zu den Virulenzfaktoren gezählt.
Der sekretierte Aut1.4.2. otransporter VacA
Neben Urease sezerniert H. pylori einen weiteren bakteriellen Virulenzfaktor, das vakuolisierende 
Zytotoxin A (VacA). Das 95 kDa große hexamerbildende Protein spielt in der Pathogenese von H. 
pylori Infekonen eine große Rolle, da es als Hauptverursacher der Ulzeraon den Krankheitsver-
lauf entscheidend mitbesmmt (Abb. 1.4). Als klassisches AB-Toxin dringt es in die Wirtszellen ein 
und induziert dort die Bildung von zytoplasmaschen Vakuolen und Apoptose (Cover und Blaser, 
1992;Galmiche et al., 2000;Tombola et al., 1999). Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass VacA 
exprimierende Bakterien einen klaren Kolonisierungsvorteil besitzen (Salama et al., 2007).
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Abb. 1.4: Schemasche Darstellung der 
molekularen Vorgänge während einer 
H. pylori Infekon.
Die vorwiegend im Magenmukus siedeln-
den Bakterien gelangen mit Hilfe ihrer Fla-
gellen an das Magenepithel, wo sie adhärie-
ren. Um der sauren Umgebung im Magen zu 
entgehen, synthesiert H. pylori das Enzym 
Urease, das Ammoniak produziert. Das se-
zernierte VacA ru eine Vakuolisierung der 
Zellen hervor und begünsgt so die Ulkus-
bildung. Zusätzlich kann VacA die T-Zell Pro-
liferaon unterdrücken. Entartete, infizier-
te Zellen zeigen häufig eine Verschiebung 
des T-Zell Gleichgewichts in Richtung T
H1. 
Mit dem Typ IV Sekreonssystem translo-
ziert H. pylori die Effektoren CagA und Pep-
doglycan. Die so iniierte Signaltransduk-
on führt zu der Expression und Sekreon 
des Zytokins IL-8, welches Makrophagen 
und Neutrophile in das infizierte Gewe-
be einwandern lässt. Die von Makropha-
gen produzierten reakven Sauerstoffspezi-
es (ROS) wie beispielsweise Sckoxid (NO) 
führen bei langanhaltenden Infekonen zu 
Gewebsschädigungen.
Es gibt drei Genotypen des Proteins, deren zytotoxische Akvität mit der Ausprägung des je-
weiligen Krankheitsbildes korreliert (Atherton et al., 1995;Letley und Atherton, 2000). Die 
geneschen Unterschiede werden durch die Anwesenheit von drei verschiedenen Signalse-
quenzen (s1a, s1b, s2) und zwei Familien von Allelen manifesert (m1 und m2). Während H. pylo-
ri Stämme, die die Signalsequenz s2 exprimieren, nur eine schwache Zytotoxität aufweisen, 
rufen Stämme mit dem Genotyp s1/m1 eine starke Vakuolisierung der Zellen hervor. Interes-
santerweise ist die Anwesenheit des Genotyps s1/m1 epidemiologisch mit dem Vorhanden-
sein des bakteriellen Faktors CagA (cytotoxin-associated gene A) verknüp, der ebenfalls mit 
einer hohen Pathogenität in Verbindung steht (Atherton et al., 1995). Aktuelle Studien deu-
ten darauf hin, dass sich beide Virulenzfaktoren gegenseig inhibieren, um so ihre zytotoxi-
schen Eigenschaen kontrollieren zu können (Argent et al., 2008).
Die 1.4.3. cag Pathogenitätsinsel
Ein weiterer Virulenzfaktorkomplex, der eng mit dem Krankheitsverlauf H. pylori infizierter 
Paenten assoziiert ist, wurde 1996 idenfiziert (Censini et al., 1996). Hierbei handelte es 
sich um die Entdeckung einer geneschen Pathogenitätsinsel (PAI), die wahrscheinlich durch 
horizontalen Gentransfer in den bakteriellen chromosomalen Genlokus der Glutamat-Race-
mase integriert wurde. Sequenzvergleiche ergaben, dass der 40 kb große Genomabschni 
mit ca. 31 Genen für ein Typ IV Sekreonssystem (T4SS) kodiert, mit dem H. pylori Effektoren 
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in die Wirtszelle transloziert (Abb. 1.5). Viele Gene der sogenannten cagPAI sind homolog 
zu Genen des Virulenz-(vir) Operons von Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens) (Abb. 
1.5). Das Pflanzenpathogen nutzt das auf dem Operon kodierte, nadelförmige T4SS für die 
Injekon von Transfer (T)-DNA in die Wirtszelle (Chilton et al., 1977;Zupan und Zambryski, 
1995). Durch die auf der T-DNA kodierten Enzyme wird ein verstärktes Wachstum der Wirts-
zellen induziert, das dem Pathogen einerseits Nährstoffe zukommen lässt und andererseits 
zur Bildung von Pflanzentumoren führt (Van Larebeke et al., 1974). Ob das T4SS von H. pylo-
ri auch DNA in Wirtszellen schleust, ist noch unbekannt.
Bisher konnten nur zwei Effektormoleküle idenfiziert werden, die H. pylori durch das T4SS 
in humane Wirtzellen transloziert: das Effektorprotein CagA und Pepdoglycan. 
Abb. 1.5: Vergleich der Homologien zwischen den Genen der cagPAI von H. pylori und Genen des vir Ope-
rons von A. tumefaciens.
Homologe Gene sind in der gleichen Farbe dargestellt. Die Nummern beziehen sich auf H. pylori Gene nach der Nomenkla-
tur von Tomb et al. (Tomb et al., 1997). Die Gene 529 und 532 sind nicht homolog zu virB7 und virB8, haben aber die glei-
che Funkon (Covacci und Rappuoli, 2000).
Letzteres interagiert mit dem intrazellulären Rezeptor Nod1 (nucleode-binding oligomeriza-
on domain containing 1) und akviert so den Transkriponsfaktor NF-κB (Nuklearer Faktor 
κB), der die Expression vieler proinflammatorischer Zytokine induziert. Dementsprechend 
ist die NF-κB abhängige Zytokin-Expression in H. pylori infizierten Menschen weitgehend 
von der Expression eines funkonstüchgen T4SS abhängig, was den Proteinkomplex zu ei-
nem Hauptvirulenzfaktor macht. Diese Eigenscha führte zur folgenden Nomenklatur, mit 
der man zwei Hauptgruppen von H. pylori unterscheidet.
H. pylori Stämme, die sowohl VacA als auch ein funkonstüchges T4SS exprimieren, werden 
als Typ I Stämme klassifiziert, die im Gegensatz zu Typ II Stämmen eine erhöhte Pathogeni-
tät besitzen (Xiang et al., 1995). Paenten, die mit Typ I Stämmen infiziert sind, entwickeln 
häufiger duodendale Ulkuserkrankungen und Magenkarzinome, während Typ II Infekonen 
meistens asymptomasch verlaufenden (Censini et al., 1996).
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CagA, das translozierte Effektorprotein1.4.4. 
Während A. tumefaciens mehrere Proteine in die Wirtszelle schleust, konnte für H. pylori bis-
her nur ein Effektorprotein idenfiziert werden, das T4SS abhängig transloziert wird: CagA 
(Akopyants et al., 1998;Backert et al., 2000;Censini et al., 1996;Montecucco und Rappuoli, 
2001). Nach der Translokaon ru CagA drassche Veränderungen in der Wirtszelle hervor 
(Abb. 1.6). Hierzu gehören beispielsweise die Ausbildung einer abnormalen zellulären Elon-
gaon (hummingbird phenotype), die mit starken Veränderungen des Zytoskeles assoziiert 
sind und eventuell auf einer CagA abhängigen Dephosphorylierung Akn-bindender  Wirts-
zellproteine beruht (Backert et al., 2001;Moese et al., 2007;Segal et al., 1999;Selbach et al., 
2003;Selbach et al., 2004). Außerdem interagiert CagA mit der PAR1/MARK Kinase, einem 
Zellpolarität-kontrollierendem Enzym, das durch die Interakon nicht mehr phosphoryliert 
werden kann und von der Plasmamembran dissoziiert (Saadat et al., 2007). Durch diesen 
Vorgang kommt es zu einem Verlust der Zellpolarität in infizierten Zellen (Abb. 1.6). CagA 
abhängige Wirtszellantworten äußern sich auch durch die Zerstörung der zellulären Adhäsi-
on an die Matrix (Moese et al., 2007) und der Zell-Zell-Verbindungen durch Interakonen mit 
ZO-1 (Zonula occludens 1) (Amieva et al., 2003). All diese Veränderungen sind onkogene Pro-
zesse, die verdeutlichen, warum der Effektor CagA ein zentraler Forschungsschwerpunkt vie-
ler Studien war und immer noch ist.
Abb. 1.6: Schemasche Darstellung der 
CagA abhängigen Wirtszellantworten 
während einer Infekon mit H. pylori.
Durch die Bindung des T4SSs an Integrinβ1α5 
kommt es zur Translokaon von CagA in die 
Wirtszelle und zur Phosphorylierung von CagA 
durch Src Kinasen und c-Abl. In einem nega-
ven Rückwirke-Mechanismus inhibiert CagA 
die Kinase nach einigen Stunden. Der Virulenz-
faktor induziert verschiedene Prozesse, die so-
wohl Phosphorylierungs-abhängig als auch 
-unabhängig verlaufen. Sie reichen von der 
Zerstörung der Zellpolarität und Zell-Zell-Kon-
takten (TJ; ght juncons) durch Interakonen 
mit PAR1 und ZO-1 bis zu Veränderungen des 
Zytoskeles, die in der Formierung einer elon-
gierten Zellform resuleren (hummingbird 
Phänotyp). Durch Interakonen mit Rezeptor-
Tyrosinkinasen wie c-Met oder Adapterprote-
inen wie Grb2 steuert CagA auch Signaltrans-
dukonsprozesse. Dadurch wird sowohl eine 
erhöhte Zellmigraon und Zellinvasion hervor-
gerufen, als auch eine mitogene Genexpres-
sion. Außerdem konnte gezeigt werden, dass 
CagA auch die Sekreon von IL-8 induzieren 
kann.
E in le i tung
   24
Einige Wirtszellveränderungen, wie die Ausbildung des hummingbird Phänotyps sind mit der 
Phosphorylierung von CagA an spezifischen Tyrosinresten assoziiert, den sogenannten EPI-
YA-Regionen (Stein et al., 2000). Die verschiedenen Stämme unterscheiden sich in der Art 
und der Anzahl dieser Sequenzmove, von denen einige stärker mit pathogenen Vorgängen 
in Verbindung stehen (Naito et al., 2006).
Die EPIYA-Regionen werden nach der Translokaon von CagA sowohl von Src-Kinasen als auch 
von c-Abl phosphoryliert (Poppe et al., 2007;Selbach et al., 2002a;Selbach et al., 2003;Stein 
et al., 2002;Tammer et al., 2007). Zusätzlich kommt es in eukaryoschen Zellen auch zur Pro-
zessierung des Effektorproteins (Moese et al., 2001). Bisher konnten jedoch noch nicht ge-
klärt werden, warum und wodurch es zu dieser Modifikaon des Proteins kommt und ob es 
ein bakteriell- oder Wirtszell-gesteuerter Prozess ist.
CagA und der EGF-Rezeptor1.4.5. 
Obwohl bisher viele CagA abhängige Wirtszellantworten idenfiziert werden konnten, ist die 
genaue Funkon von CagA noch weitgehend unbekannt. Da CagA mit zahlreichen Kompo-
nenten der Signaltransdukon interagiert, nimmt man an, dass es die Eigenschaen von Ad-
apterproteinen nachahmt, um so in zahlreiche Signalwege eingreifen zu können. Unter an-
derem interagiert CagA mit der Rezeptor-Tyrosinkinase c-Met (Abb. 1.6), akviert diese und 
induziert so eine verstärkte Zellmolität und Zellinvasion (Churin et al., 2003;Oliveira et al., 
2006). CagA interagiert auch mit dem Adapterprotein Grb2 (growth factor receptor-bound 
protein 2) und kann so den MAP-Kinase Signalweg, der zur Akvierung der Kinasen ERK1/2 
(extracellular signal-regulated kinases 1 and 2) führt, einleiten. Durch die Steuerung dieser 
Signaltransdukonskaskaden kann CagA wichge zelluläre Prozesse steuern, die u.a. zur Ex-
pression von proinflammatorischen und Zellzyklus-regulierenden Proteinen führen.
Durch die Akvierung der EGF (epidermal growth factor) bindenden Rezeptor-Tyrosinkina-
se (EGF-Rezeptor; EGFR) grei CagA neben der Interakon mit Grb2 und c-Met auch auf ei-
nem anderen Weg in einen der wichgsten zellulären Signaltransdukonsprozesse ein. Un-
tersuchungen des EGF-Rezeptor Signalwegs innerhalb der ersten Stunden nach der Infekon 
konnten zeigen, dass H. pylori den Rezeptor transakviert und dadurch die Expression EGF-
Rezeptor abhängiger Gene iniiert wird (Keates et al., 2005;Keates et al., 2007;Wallasch et 
al., 2002).
Die Bindung von spezifischen Liganden an den EGF-Rezeptor induziert eine Homo-und/oder 
Heterodimerisierung des Rezeptors, die zur Autophosphorylierung seiner zytoplasmaschen 
Domäne führt (Hubbard und Miller, 2007;Yarden und Schlessinger, 1987). Diese Rezeptor-
Transakvierung führt zur Rekruerung von Adapterproteinen und/oder Enzymen, die die 
Signalkaskade weiterführen (Ullrich und Schlessinger, 1990). Dadurch kontrolliert der EGF-
Rezeptor wichge zelluläre Prozesse wie Zellteilung, Zelltod und Zellmolität (Yarden und 
Sliwkowski, 2001), die hauptsächlich über vier unterschiedliche Signalwege vermielt wer-
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den: die ERK1/2-, die Jak/STAT-, die PLCγ/PKC- und die PI3K/AKT-Kaskade (Abb. 1.7).
Abb. 1.7: Modell der EGF-Rezeptor Signalkaskade.
Nach der EGF abhängigen Transakvierung des EGF-Re-
zeptors leitet dieser unterschiedliche Signalwege ein. Zu 
den bekanntesten gehören die ERK1/2-, die Jak/STAT- 
und die PI3K/AKT-Signalkaskade. Nach ihrer Akvierung 
vermieln sie weitere Akvierungskaskaden, die zu ei-
nem breiten Spektrum an zellulären Antworten wie Pro-
liferaon und Differenzierung führen.
Aufgrund dieses breiten Wirkungsspekt-
rums können bereits kleinste Störungen 
der Signalkaskade unkontrolliertes Zell-
wachstum hervorrufen, welches wiede-
rum zur Entstehung von Krebs oder Ge-
schwüren führen kann (Gusterson et al., 
1984;Konturek et al., 1990;Moscatello 
et al., 1995;Shaw et al., 1987;Wong et 
al., 1992). Demzufolge führte die beobachtete CagA abhängige Akvierung des EGF-Rezep-
tors zu der Hypothese, dass CagA durch die Akvierung von Rezeptor-Tyrosinkinasen, die 
die zelluläre Proliferaon steuern, onkogene Prozesse induziert. Diese können Zellen trans-
formieren und möglicherweise so die Entstehung von Tumoren begünsgen. Die auf dieser 
Hypothese basierenden Studien wurden allerdings in frühen Infekonsstadien (0-3 h) durch-
geführt und lassen somit die Frage offen, ob sich die beobachteten Effekte auch nach länge-
ren Infekonsperioden zeigen. Dies rückt die Assoziaon zwischen H. pylori und EGF-Rezep-
tor in den Fokus wissenschalicher Untersuchungen und ist deshalb ein zentraler Bestandteil 
dieser Arbeit.
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Z ie lsetzungen2.  
Analyse zellinienspezifischer, Typ IV Sekretionssystem ab-2.1. 
hängiger Wirtszellantworten
Die detaillierte Erforschung der Wirt-Pathogen Interakon bildet die Grundlage zur Entwick-
lung neuer therapeuscher Ansätze in der infekonsbiologischen Forschung. Hierbei stehen 
nicht nur bakterielle sondern auch wirtszellspezifische Prozesse im Vordergrund. Da der Ein-
fluss von Wirtszelldeterminanten auf die H. pylori induzierte Pathogenese bisher noch nicht 
systemasch untersucht wurde, sollten in der vorliegenden Arbeit bekannte eukaryosche 
Prozesse untersucht werden, die gezielt durch das T4SS ausgelöst werden, welches eng mit 
der Entstehung schwerer Krankheiten in Verbindung steht. Dazu gehören sowohl die Trans-
lokaonseffizienz und Prozessierung von CagA, die CagA abhängige Dephosphorylierung von 
Wirtszellproteinen, die Sekreon von IL-8 und strukturelle Veränderungen der Zellform. Um 
analysieren zu können welche T4SS abhängigen Effekte in ihrer Ausprägung von wirtszell-
spezifischen Faktoren reguliert werden, sollten 19 verschiedene Säugeerzelllinien infiziert 
und überprü werden. Die Zelllinien weisen aufgrund ihrer unterschiedlichen Herkun un-
terschiedliche Proteinexpressionsmuster auf. Zeigen sie unterschiedlich starke Phänotypen, 
spricht das für eine wichge Rolle von Wirtszellfaktoren in dem jeweiligen Prozess. Diese Ab-
weichungen ermöglichen es, die Abhängigkeit von T4SS spezifischen Prozessen und Wirts-
zellfaktoren das erste Mal systemasch auf molekularer Ebene zu untersuchen.
Funktionale Analyse des Effektors CagA - Wie CagA den 2.2. 
EGF-Rezeptor kontrolliert und manipuliert
Obwohl viele Studien darauf hindeuten, dass CagA als Adapterprotein agiert und auf diesem 
Wege in wichge Signaltransdukonsprozesse eingrei, ist die genaue Funkon noch nicht 
vollständig aufgeklärt. Da CagA eine Schlüsselrolle in der Pathogenese einnimmt, ist die Auf-
klärung der funkonalen Zusammenhänge von CagA und Signaltransdukon von enormer 
medizinischer Bedeutung. Deshalb beschäigt sich ein großer Teil der Arbeit eingehend mit 
CagA abhängigen Veränderungen der Signaltransdukon in infizierten Zellen. Aufgrund der 
zentralen Bedeutung des EGF-Rezeptors innerhalb onkogener Prozesse und aufgrund der be-
kannten Assoziaon von CagA mit diesem Rezeptor, sollte hier der EGF-Rezeptor Signalweg 
näher betrachtet werden. Da die Intensität der Signalweiterleitung entscheidend von der 
Anzahl der exponierten Oberflächen-Rezeptoren mitbesmmt wird, wurde sowohl die EGF-
Rezeptor Populaon auf der Zelle als auch die Rezeptor-Endozytose in infizierten Zellen ana-
lysiert. Hierbei wurde ein Beobachtungszeitpunkt nach längeren Infekonsperioden gewählt 
(20 h), um so noch unbekannte längerfrisge Auswirkungen einer H. pylori Infekon erfassen 
Z ie lsetzungen
27Z ie lsetzungen
zu können. Da Veränderungen der EGF-Rezeptor Signaltransdukon auch mit einer erhöh-
ten Gefahr der zellulären Transformaon und Neoplasie in Verbindung steht, wurden zusätz-
lich sowohl der Akvierungsstatus des EGF-Rezeptors als auch die Signaltransdukon genau-
er analysiert, die während längerer Infekonsperioden vorherrschen.
Identifikation von bakteriellen NF-2.3. κB Effektoren, Typ IV Se-
kretionssystem-Komponenten und Adhäsinen von H. pylori durch 
einen genomweiten bakteriellen Screen
Bisher sind nur zwei Effektor-Moleküle bekannt, die durch das T4SS transloziert werden. 
Auch die genaue Komposion des T4SSs selbst ist noch nicht vollständig aufgeklärt. Des-
halb sollte in dieser Arbeit eine genomweite Rasterstudie (Screen) entwickelt werden, durch 
die sowohl die Idenfikaon von neuen translozierten Effektoren als auch die Entdeckung 
von T4SS assoziierten Proteinen möglich wird. Hierfür wurde eine der prominentesten T4SS 
abhängigen Wirtzellantworten als Auslesemechanismus (Read-Out) verwendet: die Akvie-
rung des Transkriponsfaktors NF-κB. Dieser Prozess hängt von einer erfolgreichen Adhäsion 
ans Epithel, von einem funkonstüchgen T4SS und-sehr wahrscheinlich-von der Transloka-
on eines unbekannten Effektors ab. Anhand einer humanen NF-κB Reporterzelllinie, sollen 
durch die Hochdurchsatz-Analyse einer genomweiten bakteriellen Mutanten-Bibliothek, ne-
ben neuen Effektoren und unbekannten T4SS Komponenten auch bakterielle Adhäsine iden-
fiziert werden. Die Ergebnisse dieser Studie werden nicht nur das molekulare Verständnis 
der H. pylori induzierten proinflammatorischen Antwort, sondern auch die Möglichkeit der 
Entwicklung neuer Therapieansätze vergrößern.
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Analyse zelllinienspezifischer, Typ IV Sekreonssys3.  tem 
abhängiger Wirtszellantworten
Ein wichger Faktor, der den Krankheitsverlauf einer H. pylori Infekon entscheidend be-
einflusst mitbesmmt, ist die proinflammatorische Reakon des Wirts. Dieser Prozess wird 
entscheidend von der Expression eines funkonstüchgen T4SSs mitgeprägt (Crabtree et 
al., 1999;Panchal et al., 2003;Selbach et al., 2002b). Es induziert die Expression und Sekre-
on proinflammatorischer Zytokine, die als Hauptverursacher für die in H. pylori Paenten 
auretende chronische Gastris diskuert werden (Crabtree et al., 1994;Crabtree und Far-
mery, 1995;Shimoyama und Crabtree, 1997). Außerdem vermielt es die Translokaon des 
Effektors CagA in die Wirtszellen, der dort sowohl die Dephosphorylierung verschiedener 
Wirtszellproteine als auch morphologische Veränderungen induziert, die zur Ausbildung ei-
ner starken Elongaon der Zellen führen (Censini et al., 2001;Selbach et al., 2003;Selbach et 
al., 2004).
Funkonelle Analysen verschiedener H. pylori Stämme, in denen einzelne Gene der cagPAI 
deleert wurden, zeigten, dass die meisten Genprodukte der Pathogenitätsinsel benögt 
werden, um eine volle Funkonalität des T4SSs zu gewährleisten (Backert et al., 2004;Fischer 
et al., 2001;Selbach et al., 2002b). Eine systemasche Analyse von Wirtszellfaktoren, die 
die Auswirkungen T4SS vermielter zellulärer Prozesse mitbesmmen, wurde bisher jedoch 
noch nicht durchgeführt. Da verschiedene Forschungsarbeiten vermuten lassen, dass wirts-
zellspezifische Unterschiede (genesche Faktoren, Lebensgewohnheiten, etc.) den Verlauf 
der H. pylori induzierten Pathogenese entscheidend mitbesmmen, ist eine systemasche 
Untersuchung für die Entwicklung neuer therapeuscher Ansätze jedoch von enormer me-
dizinischer Bedeutung (Hamajima et al., 2006;Koivisto et al., 2008).
Um zu untersuchen, in welchem Ausmaß wirtszellspezifische Faktoren in die Ausprägung 
T4SS induzierter Prozesse involviert sind, und zu welchem Zeitpunkt der Infekon sie re-
gulatorische Funkonen übernehmen können, sollten in der vorliegenden Studie 19 unter-
schiedliche Säugeerzelllinien mit H. pylori infiziert und auf verschiedene T4SS abhängige 
Wirtszellantworten untersucht werden. Die Zelllinien weisen aufgrund ihrer unterschiedli-
chen Herkun verschiedene Protein-Expressionsmuster auf und ermöglichen so durch einen 
systemaschen Vergleich ihrer T4SS abhängigen Wirtszellantworten, den Einfluss wirtszel-
labhängiger Prozesse im T4SS induzierten Infekonsverlauf zu untersuchen. Für die Analyse 
wurden Wirtszellantworten gewählt, die in der humanen gastrischen Epithelzelllinie AGS be-
reits als T4SS spezifisch idenfiziert werden konnten. Diese Prozesse können in ihrem Auf-
treten einem besmmten Zeitpunkt während des Infekonsprozesses zugeordnet werden. 
Demzufolge ermöglicht ihre Untersuchung nicht nur die Aulärung welchen Einfluss wirts-
zellspezifische Faktoren auf die Intensität dieser Wirtszellantworten haben, sondern auch zu 
welchem Zeitpunkt der Infekon der Einfluss wirtszellspezifischer Faktoren wichg wird.
Mit der vorliegenden Untersuchung wird das erste Mal eine systemasche Analyse T4SS ab-
hängiger Wirtszellantworten präsenert, deren Ergebnisse die Wichgkeit eukaryoscher 
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Faktoren in H. pylori induzierten Infekonsprozessen auf molekularer Ebene hervorheben 
soll. Die Idenfikaon dieser wirtszellspezifischen Faktoren wird nicht nur neue Einblicke in 
die Wirt-Pathogen Interakon liefern, sondern auch die Entwicklung neuer therapeuscher 
Ansätze ermöglichen, die diese Faktoren gezielt miteinbeziehen. Die Ergebnisse der Analyse 
sind zur Übersicht in Tab. 1 auf Seite 37 zusammengefasst.
Die T4SS vermittelte Translokation von CagA3.1. 
Da CagA erst nach dem Transfer in die Wirtszelle von zellulären Kinasen Tyrosin-phospho-
ryliert wird, kann eine erfolgreiche Translokaon des Effektors anhand seines Phosphory-
lierungs-Status untersucht werden (Segal et al., 1999). Der Transfer von CagA gehört zu den 
prominentesten Prozessen, die durch das T4SS vermielt werden. Um zu ermieln in wel-
chem Ausmaß dieses Ereignis von Wirtszellfaktoren besmmt wird, sollte die Transloka-
onseffizienz in dieser Studie untersucht werden. Für die Analyse wurden 19 unterschiedliche 
Zelllinien 20 h mit dem H. pylori Wildtyp-Stamm P1 infiziert. Als Kontrolle wurden die Zellen 
ebenfalls mit der isogenen Deleonsmutante P1ΔcagA behandelt, die kein CagA exprimiert 
(Abb. 3.1). Da H. pylori sehr fest an infizierten Zellen adhäriert, wurden die Bakterien zu-
sammen mit den infizierten Zellen in Lysepuffer aufgenommen. So konnte im Immunoblot 
unter Verwendung eines allgemeinen Phosphotyrosin- und eines spezifischen CagA-Ankör-
pers sowohl der Phosphorylierungs-Status von CagA als auch die Menge der adhärierenden 
Bakterien nachgewiesen werden (Abb. 3.1B). Unterschiedlich starke Adhäsionen der Bakte-
rien an die Zellen konnten so als mögliche Ursache für unterschiedliche Translokaonseffizi-
enzen ausgeschlossen werden. Eine repräsentave Auswahl der Zelllinien, die getestet wur-
den, ist in Abb. 3.1 zu sehen. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse aller Zelllinien ist in 
Tabelle 1 dargestellt (siehe Seite 37).
Den Beobachtungen zur Folge unterschied sich die Translokaonseffizienz von CagA zwischen 
den untersuchten Zelllinien stark voneinander, unabhängig davon ob sie humanen oder e-
rischen Ursprungs waren. Die humane gastrischen Epithelzelllinie AGS repräsenert die na-
türliche Wirtszelle für H. pylori. Sie zeigte eine starke CagA-Phosphorylierung (Abb. 3.1A). 
Im Gegensatz dazu konnte in der humanen Cervix-Karzinom Zelllinie (HeLa) eine signifikant 
schwächere CagA-Phosphorylierung nachgewiesen werden. Diese Zelllinie stammt nicht aus 
dem menschlichen Magen, wurde aber aus dem gleichen Gewebetyp (Schleimhaut des Ge-
bärmuerhalses) kulviert. In Mausfibroblasten (Syf + Src), welche die CagA-phosphorylie-
rende Kinase c-Src überexprimieren und so im Gegensatz zu normalen Syf-Zellen in der Lage 
sind, CagA zu phosphorylieren, war die Tyrosin-Phosphorylierung von CagA kaum mehr zu 
erkennen. Es konnten ebenfalls Zelllinien idenfiziert werden, in denen keine CagA-Phos-
phorylierung nachgewiesen werden konnte. Hierzu gehörten u.a. die humane Lungenkarzi-
nomzelllinie GLC4 und die Zelllinie MDCK, die dem Nierenepithel eines Hundes entstammt.
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Abb. 3.1: Immunoblotanalyse der CagA-Translokaon in verschiedene H. pylori infizierte Zelllinien.
Die Zelllinien wurden mit dem H. pylori Wildtyp-Stamm P1 oder der isogenen Deleonsmutante P1ΔcagA (Δc) für 20 h (MOI 
100) infiziert. Die Tyrosin-Phosphorylierung von CagA wurde mit einem an Phosphotyrosin-Ankörper ermielt (oben). 
B: Die Adhärenz der Bakterien wurde mit einem an CagA-Ankörper überprü, der sowohl transloziertes als auch nicht-
transloziertes CagA der adhärierenden Bakterien detekert (unten). Die Intensität der CagA Phosphorylierung ist mit „+“ 
und „-“Symbolen gekennzeichnet.
Um auszuschließen, dass die Unterschiede in der CagA-Phosphorylierung auf unterschiedlich 
starke Kinase-Akvitäten in den verschiedenen Zelllinien beruht, wurde die Kinase-Akvität 
aller Zelllinien durch in vitro Phosphorylierungs-Experimente untersucht (Abb. 3.2). 
Hierfür wurden Wirtszell-Lysate mit Lysat des H. pylori Stamms P1 unter ATP Zugabe 5 min 
bei 30°C inkubiert. Die Phosphorylierung von CagA wurde anschließend miels Immunoblot 
überprü. Als Kontrolle wurden die Wirtszell-Lysate ebenfalls mit Lysaten der isogenen Dele-
onsmutante P1ΔcagA inkubiert. 
Abb. 3.2: In vitro Phosphorylierung von CagA mit Lysat aus unterschiedlichen Zelllinien.
Die Lysate der verschiedenen Zelllinien wurden jeweils mit den bakteriellen Lysaten der H. pylori Stämme P1 oder P1ΔcagA 
(Δc) vereinigt und unter ATP-Zugabe 5 min bei 30°C inkubiert. Die Intensität der CagA-Phosphorylierung wurde per Immu-
noblot unter Verwendung eines an Phosphotyrosin-Ankörpers (an PY) analysiert (Pfeile). Als Ladekontrolle wurde der 
Gehalt an CagA miels eines CagA-spezifischen Ankörpers ermielt (an CagA).
Da alle getesteten Zelllinien CagA phosphorylieren konnten (Tab. 1), kann man daraus schlie-
ßen, dass alle Zelllinien eine vergleichbare Kinase-Akvität besitzen. Die beobachteten CagA- 
Phosphorylierungsunterschiede in den untersuchten Zelllinien (Abb. 3.1) können demzu-
folge tatsächlich auf eine unterschiedliche Translokaonseffizienz zurückgeführt werden. Da 
sich die experimentellen Ansätze nur aufgrund des Einsatzes unterschiedlicher Wirtszelllini-
en unterschieden und trotzdem starke Schwankungen der CagA Translokaonseffizienz zeig-
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ten, deutet dies darauf hin, dass ein oder mehrere limierende Wirtszellfaktoren exiseren, 
die die Funkonalität des T4SSs bereits während der Translokaon von CagA entscheidend 
mitbesmmen.
Die Prozessierung von CagA in 3.2. H. pylori infizierten Zellen
CagA wird kurz nach der Translokaon in phagozysche Zellen proteolysch in kleinere Frag-
mente prozessiert (Moese et al., 2001;Odenbreit et al., 2001). Hierbei entstehen zwei Prote-
infragmente, von denen das Kleinere 35 – 45 kDa (je nach Wildtyp-Stamm) und das Größere 
ca. 110 kDa groß ist. Bisher ist nicht bekannt, ob die Prozessierung von CagA nur in phago-
zyschen Zellen auri. Auch die Funkon dieses Phänomens konnte noch nicht aufgeklärt 
werden. Um neue Informaonen über diesen T4SS abhängigen Vorgang zu erhalten, wurde 
die Prozessierung des Effektors in die vorliegende Analyse miteinbezogen. Die Zelllinien wur-
den mit dem H. pylori Stamm P1 infiziert und miels Immunoblot unter Einsatz eines CagA 
spezifischen Ankörpers untersucht. Um auch den Phosphorylierungs-Status der CagA Frag-
mente untersuchen zu können, wurde ebenfalls ein Phosphotyrosin-spezifischer Ankörper 
verwendet. 
Abb. 3.3: Immunoblotanalyse der CagA-
Prozessierung in der Makrophagen-Zelllinie 
J774.A und der Epithelzelllinie MKN-45 Zel-
len nach der Infekon mit H. pylori.
Die beiden Zelllinien wurden 20 h mit P1 oder 
der isogenen Deleonsmutante P1ΔcagA (Δc) in-
fiziert (MOI 100). Die Tyrosin-Phosphorylierung 
und die Prozessierung von CagA wurden mit ei-
nem an Phosphotyrosin-(oben) und einem an 
CagA-Ankörper (unten) analysiert. Das unpro-
zessierte CagA-Protein ist mit einem Pfeil mar-
kiert, die prozessierten kleineren Fragmente sind 
mit einem Stern gekennzeichnet.
Wie erwartet konnte das p35cagA 
Fragment sowohl in einer murinen 
(J774.A) als auch in einer humanen 
(THP1) phagozyschen Zelllinie (Ma-
krophagen) nachgewiesen werden 
(Abb. 3.3; Stern). Dennoch zeigte 
auch die humane Epithelzelllinie MKN-45 eine Prozessierung von CagA. In allen anderen ge-
testeten Zelllinien konnte keine Fragmenerung von CagA detekert werden.
Eine weitere Beobachtung basierte darauf, dass sowohl das unprozessierte CagA (Abb. 3.3; 
Pfeil) als auch die Fragmente des Proteins (Abb. 3.3; Stern) Tyrosin-phosphoryliert werden. 
Dies deutet darauf hin, dass CagA im C-terminalen Bereich des Proteins geschnien wird, da 
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sich dort die mulplen Phosphorylierungsstellen von CagA befinden (Odenbreit et al., 2000). 
Interessanterweise kann mit diesen Ergebnissen das erste Mal eine Prozessierung von CagA 
in Epithelzellen nachgewiesen werden, was darauf schließen lässt, dass die dafür verant-
wortliche Protease nicht nur in phagozyschen Zellen zu finden ist. Die Bedeutung dieses Ef-
fekts scheint sich demnach nicht ausschließlich auf Immunzellen zu beziehen. Da nur einige 
wenige Zelllinien die Prozessierung zeigen, scheint dieser Effekt ebenfalls ein T4SS abhängi-
ger Prozess zu sein, bei dem Wirtszellproteine eine entscheidende Rolle spielen.
Die Dephosphorylierung von Wirtszellproteinen3.3. 
Nach der Phosphorylierung interagiert CagA mit der Phosphatase SHP-2 und der Kinase Csk 
(Carboxy-terminal Src kinase) (Higashi et al., 2002;Tsutsumi et al., 2003). Dies führt zu ei-
ner Inhibierung von Src und zu einer CagA abhängigen Dephosphorylierung von Src-Substra-
ten wie Cortacn, Vinculin und Ezrin (Moese et al., 2007;Selbach et al., 2003;Selbach et al., 
2004). Da es sich bei diesen Proteinen um Faktoren handelt, die mit dem Zytoskele assozi-
iert sind, nimmt man an, dass die CagA induzierte Dephosphorylierung in die zelluläre Elon-
gaon involviert ist. Diese wird durch eine verstärkte Akn-Polymerisaon begleitet. Den-
noch ist die genaue Funkon dieser T4SS abhängigen Protein-Modifikaon noch ungeklärt 
und sollte deshalb ebenfalls in die Analyse T4SS induzierter Wirtszellantworten mit aufge-
nommen werden.
Nach der Infekon mit dem H. pylori Stamm P1 oder der isogenen Mutante P1ΔcagA wurden 
die Zelllysate miels Immunoblot unter Verwendung eines Phosphotyrosin-spezifischen An-
körpers auf die Dephosphorylierung von Wirtszellproteinen überprü. Nur sieben der 19 
getesteten Zelllinien zeigten eine Dephosphorylierung, von denen vier in Abb. 3.4 abgebil-
det sind. 
Abb. 3.4: Immunoblotanalyse der Dephosphorylierung von Wirtszellproteinen in H. pylori infizierten Zellen.
AGS-, HT29-, Kato3- und MKN-45-Zellen wurden 20 h mit P1 oder P1ΔcagA (Δc) infiziert (MOI 100). Der Nachweis von de-
phosphorylierten Proteinen erfolgte per Immunoblot unter Verwendung eines Phosphotyrosin-spezifischen Ankörpers 
(oben). Als Kontrolle wurde der Gehalt von CagA miels eines an CagA-Ankörpers besmmt (unten). Die hellen Pfeile 
markieren dephosphorylierte Proteine.
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Die Dephosphorylierung konnte sowohl in humanen gastrischen Epithelzellen (AGS, MKN45, 
Kato3) als auch in humanen nichtgastrischen Zellen unterschiedlicher Herkun (HT29, 
Hec1.b, 293T, HepG2) beobachtet werden (siehe auch Tab. 1). Bemerkenswert ist hierbei, 
dass die Dephosphorylierung in keiner erischen Zelllinie aurat. Außerdem konnte die De-
phosphorylierung auch in keiner Zelllinie beobachtet werden, in der keine CagA Transloka-
on zu erkennen war (Abb. 3.1; GLC4). Zusammen mit der Beobachtung, dass die Dephos-
phorylierung in Zellen die mit P1ΔcagA infiziert wurden auch nicht detekert wurde, lässt 
dieses Ergebnis den Schluss zu, dass die Dephosphorylierung von Wirtszellproteinen CagA 
abhängig ist und demzufolge mit der CagA induzierten Inakvierung von Src im Zusammen-
hang stehen könnte. Dass die Zelllinie GLC4, in der ebenfalls keine CagA Translokaon nach-
gewiesen werden konnte, ebenfalls keine Dephosphorylierung zeigt, unterstützt diese Hypo-
these. Da jedoch auch Zellen idenfiziert werden konnten, die zwar eine erfolgreiche CagA 
Translokaon (z.B. MKN-28) aber keine Dephosphorylierung von Wirtszellproteinen zeigten, 
scheint die Effektor-Translokaon nicht der alleinige Induktor für den beobachteten Effekt zu 
sein. Demnach scheinen Wirtszelldeterminanten auch bei dieser T4SS vermielten Reakon 
den Verlauf des Prozesses zu kontrollieren.
Morphologische Veränderungen von 3.4. H. pylori infizierten 
Zellen
Eine der beeindruckendsten CagA abhängigen Wirtszellantworten, die bei AGS Zellen beob-
achtet werden kann, ist eine starke zelluläre Elongaon, die von einer hohen Zellmolität be-
gleitet wird (Segal et al., 1999). Bisher ist nicht bekannt, ob sich dieser Phänotyp auch wäh-
rend der Infekon anderer Zelllinien zeigt, oder ob diese Veränderung allein auf AGS-Zellen 
beschränkt ist. Deshalb wurde die Untersuchung dieser T4SS abhängigen Wirtszellantwort in 
diese Studie miteinbezogen. Für die Analyse wurden alle 19 Zelllinien 20 h nach der Infek-
on mit dem Wildtyp-Stamm P1 mikroskopisch auf Veränderungen ihrer Zellform untersucht. 
Eine repräsentave Auswahl ist in Abb. 3.5 zu sehen.
Nur zwei der 19 Zelllinien zeigten eine deutliche morphologische Veränderung. AGS-Zellen 
zeichneten sich durch die Indukon des hummingbird Phänotyps aus, die makrophagen-ähn-
liche Zelllinie THP1, die in Suspension kulviert wird, bildete nach der Infekon große Zellag-
gregate, die auch als homotypische Aggregaon bezeichnet wird. Hierbei handelt es sich um 
eine Bindung zwischen Zellen des gleichen Zelltyps.
Interessanterweise konnten neben diesen T4SS abhängigen Veränderungen auch morpholo-
gische Unterschiede beobachtet werden, die T4SS unabhängig sind. Neben CagA exprimie-
ren Typ I H. pylori Stämme auch das Effektorprotein VacA, das T4SS unabhängig in das extra-
zelluläre Milieu sekreert wird, um sich in die Wirtszellmembran einzulagern (Rieder et al., 
2005). Dort ru es eine Vakuolisierung der Wirtszellen hervor, die durch ihre zellschädigen-
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den Eigenschaen stark zur Pathogenese beiträgt (Kodama et al., 1998). Drei der untersuch-
ten Zelllinien zeigten eine verstärkte Vakuolisierung des Zytoplasmas (Abb. 3.5). Sie konnte 
sowohl bei zwei humanen (MKN-28 und HT29) als auch bei einer erischen Zelllinie (MDCK) 
beobachtet werden.
Abb. 3.5: Mikroskopische Analyse von morphologischen Veränderungen H. pylori infizierter Zelllinien.
Für die Analyse wurden 19 Zelllinien 20 h mit dem H. pylori Wildtyp-Stamm P1 infiziert (MOI 100). Anschließend wurden 
die infizierten (P1) und nicht infizierten (NI) Zellen per Phasenkontrast-Mikroskopie untersucht. Von den untersuchten Zell-
linien ist nur eine Auswahl von den Zelllinien abgebildet, die morphologische Veränderungen nach der Infekon zeigten. 
Die Zelllinie HT29 ist hier nicht zu sehen. Die Messskala entspricht 50 μM. Um die Vakulosierung besser erkennen zu kön-
nen, sind die Bildausschnie (weiße Kästen) von infizierten MDCK und MKN-28 Zellen vergrößert dargestellt (unterer Bild-
ausschni).
Da nur fünf Zelllinien mit morphologischen Veränderungen detekert werden konnten, 
scheinen gerade hier zelllinientypische Faktoren eine große Rolle zu spielen.
Die Sekretion von Chemokinen3.5. 
T4SS exprimierende H. pylori Stämme induzieren während der Infekon eine starke pro-
inflammatorische Reakon der Wirtszellen, die sich beispielsweise durch die Sekreon 
von Chemokinen wie IL-8 äußert. Einer aktuellen Studie zur Folge geschieht dies angeb-
lich durch eine T4SS vermielte Translokaon von Pepdoglycan in die Wirtszelle, welches 
dort von dem intrazellulären Rezeptor Nod1 detekert wird. Transkriponsfaktoren wie NF-
κB und Ap-1 induzieren anschließend die Expression proinflammatorischer Moleküle. Bis-
her wurde sowohl von einer CagA abhängigen als auch von einer CagA unabhängigen IL-8 
Sekreon berichtet (Crabtree et al., 1995;Kim et al., 2006;Selbach et al., 2002b). Die unter-
schiedlichen Ergebnisse könnten darauf basieren, dass in den Studien mit verschiedenen 
bakteriellen Stämmen gearbeitet wurde, die sich in der Aminosäuresequenz von CagA un-
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terscheiden. Diese Unterschiede können dazu führen, dass einige Stämme eine starke, an-
dere Stämme eher eine schwache Sekreon von IL-8 induzieren (Brandt et al., 2005). Um 
zu untersuchen, ob sich die proinflammatorische Antwort nicht nur in Abhängigkeit des 
verwendeten Stammes, sondern auch in Abhängigkeit wirtszellspezifischer Faktoren unter-
scheidet, wurde die Intensität der proinflammatorischen Reakon in allen humanen Zell-
linien anhand der Menge von sekreertem IL-8 besmmt (Abb. 3.6). Da Mauszellen kein 
IL-8 exprimieren, wurde in murinen Zellen die Menge des IL-8 Homologs Mip-2 analysiert. 
Die Zellen wurden mit P1 und der T4SS Mutante P1ΔvirB11 infiziert. Anschließend wurde 
der Überstand der Zellen miels ELISA analysiert.
Abb. 3.6: Analyse der Chemokin-Sekreon von H. pylori infizierten humanen und murinen Zelllinien.
Die humanen (A-C) und murinen (D) Zellen wurden 20 h mit P1 oder der isogenen Deleonsmutante P1ΔvirB11 (Δv) infiziert 
(MOI 100). Die sekreerten Chemokine IL-8 und Mip-2 wurden im Überstand von infizierten und nicht infizierten (NI) Zellen 
miels ELISA besmmt. Stern: Mann-Whitney-Test für Berechnung der Signifikanz der IL-8 Sekreon in HeLa und THP1-Zel-
len (p<0.05). Die Standardabweichung wurde anhand von drei unabhängigen Experimenten ermielt.
Bis auf GLC-4 zeigten alle humanen Zelllinien eine T4SS abhängige Sekreon von IL-8 (Abb. 3.6A-C). 
Da bei der GLC-4 Zelllinie keine IL-8 Sekreon gemessen werden konnte und GLC-4 die ein-
zige humane Zelllinie ist, in die nachweislich kein CagA transloziert werden kann (Abb. 3.1; 
Tab. 1), deuten die Daten darauf hin, dass die CagA abhängige IL-8 Sekreon in dieser Zell-
linie unterbrochen ist. 
Interessanterweise konnte sowohl in HeLa als auch in THP1 Zellen eine leichte, T4SS unab-
hängige IL-8 Sekreon beobachtet werden. Diese Zelllinien verfügen demnach über einen 
zusätzlichen proinflammatorischen Mechanismus. Dennoch scheint die T4SS vermielte IL-8 
Sekreon sowohl in HeLa- als auch in THP1-Zellen dominant zu sein, obwohl man synergis-
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sche Effekte beider Signaltransdukonswege hier nicht voneinander ausschließen kann. 
Die Ergebnisse der Untersuchung von murinen Zellen unterschieden sich deutlich von de-
nen humaner Zelllinien (Abb. 3.6D). Die Sekreon des murinen IL-8 Homologs Mip-2 konn-
te nur in der Maus-Makrophagen Zelllinie J774.A detekert werden, die hier im Gegensatz 
zu humanen Zellen T4SS unabhängig war. Das Ergebnis steht hier nicht im Zusammenhang 
mit der Translokaon von CagA, da bei allen untersuchten Mauszellen eine erfolgreiche CagA 
Translokaon zu verzeichnen war (siehe Tab. 1). Das T4SS in murinen Zellen ist demnach 
zumindest in Bezug auf diese Wirtszellantwort nicht notwendig, was vor kurzem anhand von 
Mausinfekonen mit T4SS negaven und posiven Stämmen bestägt werden konnte (Fer-
rero et al., 2008). Mit der finalen Untersuchung der Chemokin-Sekreon konnte ein weite-
rer T4SS abhängiger Mechanismus gefunden werden, der stark von Wirtszelldeterminanten 
beeinflusst wird. Da in der gesamten Studie tatsächlich kein T4SS vermielter Prozess ge-
funden werden konnte, der nicht von Wirtszellfaktoren kontrolliert wird, kann man darauf 
schließen, dass diese Faktoren den Verlauf der Pathogenese viel mehr beeinträchgen als 
bisher geahnt wurde. 
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Tab. 1: Ergebnisse der Analyse T4SS vermittelter Wirtszellantworten von 19 unterschied-
































































































AGS H. sapiens Magen + + + - + hummingbird 
Phänotyp
+
MKN-45 H. sapiens Magen + + + + + +
MKN-28 H. sapiens Magen + + - - Vakuolisierung +





HT29 H. sapiens Colon + + - + Vakuolisierung +
HeLa H. sapiens Zervix + + - - +
GLC4 H. sapiens Lungen - - - -
Hec1.b H. sapiens Endometrium + - + +
293T H. sapiens Niere + + - + +
HL H. sapiens Lungen + + - - +
THP1 H. sapiens Blut + + - Homotypische 
Aggregaon
+






CHO K1 C. griseus Ovarien - - - NB
Cos-1 C. sabaeus Nieren + - - NB
J774.A M. muscu-
lus
Blut + + + - + (Mip-2)
MDCK C. lupus Nieren - - - NB
SR 4987 M. muscu-
lus
Knochenmark + - - - (Mip-2)
Syf+src M. muscu-
lus
Bindegewebe + - - - (Mip-2)
L929 M. muscu-
lus
Bindegewebe + - - - (Mip-2)
a: Intensität der CagA-Phosphorylierung in Relaon zu der Intensität in AGS-Zellen (siehe Abb.3.1 für weitere Details)
b: ein mindestens zweifacher Anseg der IL-8-Sekreon in Relaon zu der IL-8 Sekreon in der Infekon mit der 
P1ΔvirB11 Mutante ist als „+“ indiziert (siehe Abb.3.6). In Maus-Zellen wurde die Sekreon des IL-8 Homologs Mip-2 ge-
messen. Die proinflammatorische Antwort von CHO K1, MDCK und Cos-1-Zellen konnte nicht besmmt werden (NB). De-
tails siehe Material und Methoden
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Diskussion Ergebnisteil 13.6. 
Im Gegensatz zu Typ II Stämmen exprimieren pathogene Typ I Stämme ein T4SS, das eng mit 
der Pathogenese in H. pylori infizierten Paenten assoziiert ist. Zwar sind 70-80 % aller Ma-
gentumore und ca. 90 % aller Magengeschwüre dem Magenkeim zuzuschreiben, dennoch 
treten diese Krankheiten nur bei ca. zehn Prozent der infizierten Paenten auf. Dies deutet 
darauf hin, dass die Pathogenese nicht ausschließlich von bakteriellen Faktoren, sondern 
auch im besonderen Maße von Wirtszelldeterminanten besmmt wird. Dennoch ist bisher 
nur sehr wenig über Wirtszellfaktoren bekannt, die diese Prozesse beeinflussen können. 
Um diesen Aspekt besser verstehen zu können, wurden im ersten Teil dieser Arbeit 19 ver-
schiedene Säugeer-Zelllinien auf T4SS abhängige Wirtszellantworten untersucht. Da sich 
die verwendeten Zelllinien aufgrund ihrer unterschiedlichen Herkun in der Expression von 
in Frage kommenden Wirtszellfaktoren unterscheiden, konnte der Einfluss dieser Elemen-
te so systemasch analysiert werden (siehe Tab. 1). Hierbei stellte sich heraus, dass Wirts-
zellfaktoren nicht nur den Verlauf der Infekon sondern auch die Intensität T4SS abhängiger 
Wirtszellantworten an verschiedenen Punkten der Infekon beeinflussen und kontrollieren. 
Basierend auf diesen Ergebnissen konnte ein Modell konzipiert werden, das die Funkon von 
eukaryoschen Faktoren innerhalb T4SS vermielter Prozesse genauer beschreibt und ihre 
Bedeutung in pathogenen Prozessen hervorhebt (Abb. 3.7).
Die Translokation des Effektors CagA3.6.1. 
Da die Translokaon des bakteriellen Effektors CagA in die Wirtszelle einer der wichgsten 
T4SS gesteuerten Prozesse ist (Abb. 3.7A), wurde die Intensität der CagA-Phosphorylierung 
als Marker für die Translokaonseffizienz in allen 19 Zelllinien untersucht. Hiermit sollte he-
rausgefunden werden, ob wirtszellspezifische Faktoren an diesem besonderen Punkt der In-
fekon mitwirken. Die Analyse enthüllte, dass CagA nicht in allen getesteten Zelllinien phos-
phoryliert wird. Da die CagA-phosphorylierende Kinase Src ubiquitär exprimiert wird, konnte 
ausgeschlossen werden, dass die unterschiedlich starke CagA-Phosphorylierung auf unter-
schiedliche Kinase-Populaonen innerhalb der untersuchten Zelllinien basiert (Thomas und 
Brugge, 1997). Anhand von in vitro Phosphorylierungs-Experimenten konnte diese Annah-
me hier bestägt werden. Demzufolge kann die unterschiedlich starke CagA-Phosphorylie-
rung der getesteten Zelllinien tatsächlich auf eine unterschiedlich effiziente CagA Translo-
kaon zurückgeführt werden, womit die Ergebnisse die ersten konkreten Hinweise auf die 
Existenz eines Wirtszellrezeptors liefern, der die Funkonalität des T4SSs bereits an diesem 
Punkt der Infekon beeinflusst.
Dies steht wiederum im Wiederspruch zu dem T4SS anderer Pathogene. So kann das Das 
Dot/Icm System von Legionella pneumophila Effektormoleküle z.B. sowohl in Zellen von Pro-
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tozoen als auch Säugeeren translozieren, die sich in ihrem Proteinexpressionsprofil sehr 
stark unterscheiden (Nagai und Roy, 2003). Hier scheinen keine limierenden Wirtszellfak-
toren zu exiseren. Auch die T4SS Maschinerie des Pflanzenpathogens A. tumefaciens kann 
DNA und DNA assoziierte Proteine sowohl in Pflanzenzellen als auch in humane Zellen ein-
schleusen.
Es gibt mehrere Möglichkeiten, wie wirtszellspezifische Faktoren die T4SS vermielte Trans-
lokaon von Effektoren kontrollieren könnten. Wirtszellfaktoren könnten beispielsweise 
dazu benögt werden, das T4SS von H. pylori zu akvieren. Dies könnte beispielsweise auf 
der Ebene der Proteinexpression gesteuert werden, wie es bei dem Typ III Sekreonssys-
tem von Yersinia spp. der Fall ist (Peersson et al., 1996). Die konnuierliche Expression von 
CagA auch in Abwesenheit von Wirtszellen lässt diese Möglichkeit aber als unwahrschein-
lich erscheinen, so dass eine Regulaon auf Translokaonsebene eher zutrifft. Tatsächlich 
wird CagA nicht ohne bakteriellen Kontakt zur Wirtszelle sekreert, was mit Beobachtun-
gen des Pathogens Shigella flexneri übereinsmmt, bei dem Effektorproteine im Zytoplas-
ma gespeichert werden, um bei Wirtszellkontakt transloziert werden zu können (Censini et 
al., 2001). Vor kurzem konnte diese Hypothese durch die Idenfikaon von Integrinα5β1 als 
T4SS Rezeptor tatsächlich untermauert werden (Kwok et al., 2007). Durch die Bindung wird 
das T4SS akviert und transloziert CagA in die Wirstzelle. Da Integrine in polarisierten Zel-
len auf der basalen Seite lokalisiert sind, muss H. pylori erst die E-Cadherin-vermielten Zell-
Zell-Kontakte zerstören, um so an die basale Zellseite des Epithels zu gelangen (Noach et al., 
1994;Weydig et al., 2007). AGS-Zellen exprimieren weder E-Cadherin noch sind sie polari-
siert und tragen demzufolge Integrine auf der gesamten Zelloberfläche. Da H. pylori in AGS 
Zellen demnach keine Zell-Zell-Kontakte zerstören muss um das T4SS zu akvieren, könnte 
dies eine Erklärung für die hier beobachtete starke CagA-Translokaon in AGS-Zellen sein. 
Die Ergebnisse dieser Studie lieferten demzufolge die ersten Hinweise auf den Einfluss von 
Wirtszellfaktoren in diesem wichgen Infekonsprozess. Ob Integrinα5β1 jedoch das einzige 
Oberflächenmolekül ist, das auf Wirtszellseite eine Bindung und/oder Akvierung des T4SS 
vermielt, muss noch untersucht werden. Hierbei könnte eine umfassende Analyse der hier 
getesteten humanen Zelllinie GLC4, die keine CagA Translokaon mehr zeigt, nähere Hinwei-
se darauf geben, ob Integrinα5β1 der Schlüsselfaktor für die hier beobachteten Unterschie-
de der CagA Translokaon ist, oder ob es eventuell noch andere Wirtszellfaktoren gibt, die 
die CagA Translokaon beeinflussen.
DIe Prozessierung von CagA3.6.2. 
Nach der Translokaon wird CagA nicht nur phosphoryliert sondern auch in zwei kleinere 
Fragmente prozessiert (Moese et al., 2001;Odenbreit et al., 2001). Beide Fragmente konn-
ten in Bakterien auch ohne Wirtszellkontakt nachgewiesen werden, was darauf schließen 
ließ, dass es sich bei der dafür verantwortlichen Protease um ein bakterielles Enzym han-
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deln muss. Nach der Infekon von Wirtszellen konnte die Prozessierung bisher jedoch nur 
in phagozyschen Zellen beobachtet werden was wiederum zu der Annahme führte, dass 
es sich hierbei eher um einen zelllinientypischen Prozess handelt (Moese et al., 2001).Inte-
ressanterweise konnte die Fragmenerung von CagA in der vorliegenden Arbeit sowohl in 
den phagozyschen Zelllinien THP1 und J774.A als auch in der humanen Magenepithelzell-
linie MKN-45 detekert werden. Bei der Infekon aller anderen untersuchten Zellen konnte 
dahingegen keine Prozessierung von CagA nachgewiesen werden, was darauf hinweist, dass 
das Protein nicht wirtszellunabhängig bereits in den Bakterien prozessiert wird. Man kann 
auch ausschließen, dass Bakterien hier aufgrund unterschiedlicher bakterieller Fitness keine 
CagA Prozessierung zeigten, da alle getesteten Zelllinien mit dem gleichen bakteriellen An-
satz infiziert wurden. Demzufolge scheinen spezifische Wirtszellfaktoren die Fragmenerung 
hier nicht nur zu verstärken, sondern sogar zu induzieren (Abb. 3.7B). Bisher ist noch nicht 
bekannt, welche Funkon die Prozessierung von CagA hat. Da dieser Effekt jedoch hier auch 
in einer Epithelzelllinie beobachtet werden konnte, scheint sich die Funkon nicht nur auf 
phagozysche Zellen zu beschränken. Durch den Einsatz spezifischer Protease-Inhibitoren 
in Kombinaon mit N-terminalen Sequenzierungsversuchen zur Idenfikaon der Schni-
stellen, könnte die verantwortliche Protease idenfiziert werden. Damit könnten evtl. neue 
Funkonen von CagA, die sich eventuell auf das Prozessieren des Effektors stützen, entdeckt 
und aufgeklärt werden.
Die Dephosphorylierung von Wirtszellproteinen3.6.3. 
Bei der Analyse der CagA abhängigen Dephosphorylierung von Wirtszellproteinen stellte 
sich heraus, dass es sich bei dem Effekt tatsächlich um einen Phänotyp zu handeln scheint, 
der nur in humanen Zelllinien vorkommt (siehe Tab. 1). Die Beschränkung dieses Phäno-
typs, könnte damit zusammenhängen, dass der Mensch der natürliche Wirt von H. pylori ist 
und die Dephosphorylierung von Wirtszellproteinen, Prozesse iniiert, die für eine langjähri-
ge Kolonisierung essenell sind. Diese Theorie wird durch eine Studie unterstützt, die zeigt, 
dass eines der dephosphorylierten Proteine Ezrin ist (Selbach et al., 2004). Ezrin wird durch 
einen VacA abhängigen Prozess proteolysch gespalten, was zu einer Inhibierung der Säure-
Sekreon von Parietal-Zellen führt und so die Kolonisierung von H. pylori im menschlichen 
Magen erleichtert (Wang et al., 2008). Die Dephosphorylierung von Ezrin könnte ähnlich vor-
teilhae Funkonen für das Bakterium haben. Bei Untersuchungen von gastrischen Biopsi-
en H. pylori infizierter Paenten konnte z.B. beobachtet werden, dass adhärierende Bakte-
rien häufig mit Microvilli assoziiert sind (Heczko et al., 2000;Hemalatha et al., 1991). 48 h 
nach der Infekon verringert sich die Menge an Microvilli drassch (el Shoura et al., 1995). 
Man nimmt an, dass das Bakterium durch die Zerstörung der Microvilli in noch engeren Kon-
takt mit der Wirtszellmembran kommt und so seine Adhäsion stabilisiert (el Shoura et al., 
1995). Interessanterweise ist Ezrin eine Schlüsselkomponente von Microvilli und eine De-
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phosphorylierung des Proteins führt nachweislich zu einer Zerstörung dieser Membranfort-
sätze (Chen et al., 1995). So könnte die Dephosphorylierung von humanen Wirtszellprotei-
nen dem Bakterium tatsächlich einen Kolonisierungsvorteil bieten. 
Um die Funkon der dephosphorylierten Proteine aus dieser Studie näher analysieren zu 
können, müssten diese Proteine jedoch zunächst in jeder Zelllinie idenfiziert werden. Dies 
könnte beispielsweise durch quantave Massen-Spektrometrie angereicherter Phospho-
proteine von infizierten und nicht infizierten Zellen miels SILAC realisiert werden (Ong et 
al., 2002). Kolonisierungsstudien in Mäusen, die eines dieser Proteine nicht mehr exprimie-
ren, könnten weitere Einblicke in die Rolle dieses T4SS induzierten Prozesses geben.
T4SS induzierte morphologische Veränderungen-eher die Aus-3.6.4. 
nahme als die Regel
Eine weitere interessante Beobachtung konnte bei der Analyse H. pylori induzierter morpho-
logischer Veränderungen gemacht werden (Abb. 3.7C). Hier zeigte nur die humane gastri-
sche Epithelzelllinie AGS den sogenannten elongierten hummingbird Phänotyp. Molekulare 
Details, die diesem Phänotyp zugrunde liegen, konnten vor kurzem aufgeklärt werden (Hi-
gashi et al., 2002;Tsutsumi et al., 2003). So bindet CagA beispielsweise die Tyrosin-Phospha-
tase SHP-2 und akviert diese. SHP-2 spielt eine Schlüsselrolle in der HGF induzierten Ver-
änderung der Zellmorphologie, die der des hummingbird Phänotyps sehr ähnelt. Es konnte 
gezeigt werden, dass die Phosphatase auch die H. pylori induzierte Zellelongaon vermielt 
(Higashi et al., 2004). Da der Phänotyp im Gegensatz zur CagA-Translokaon jedoch nur in 
einer Zelllinie detekert werden konnte, SHP-2 aber ubiquitär exprimiert wird, scheint die 
Phosphatase nicht der einzige Wirtzellfaktor zu sein, der diesen Phänotyp steuert (Nagai und 
Roy, 2003;Neel et al., 2003;Thomas und Brugge, 1997).
Bisher wurde angenommen, dass auch die Dephosphorylierung der Akn-bindenden Protei-
ne Ezrin, Vinculin und Cortacn zu der starken zellulären Elongaon beitragen (Moese et al., 
2007;Selbach et al., 2003;Selbach et al., 2004). Da die Dephosphorylierung aber im Gegen-
satz zum hummingbird Phänotyp in mehreren Zelllinien aurat, kann auch dieser Effekt nicht 
der einzige Induktor für die morphologische Veränderung sein. 
Ein wirtszellspezifischer Schlüsselfaktor für diesen Phänotyp könnte der HGF-Rezeptor c-Met 
sein. Hier konnte gezeigt werden, dass CagA sowohl c-Met als auch das c-Met assoziierte 
Protein Grb2 bindet. Dies führt zu einer Akvierung der HGF-vermielten Signaltransduk-
on und so zu einer Formierung des sogenannten „Vereinzelung“-Phänotyps (scaering phe-
notype), der dem hummingbird Phänotyp sehr ähnelt (Churin et al., 2003;Mimuro et al., 
2002). Die Ergebnisse dieser Studien basieren jedoch nur auf der Analyse von AGS-Zellen 
und wurden noch nicht für andere Zelllinien gezeigt. Durch eine detaillierte Untersuchung 
der c-Met Signaltransdukonskaskade in anderen Zelllinien, könnte analysiert werden, ob 
c- Met tatsächlich der Schlüsselfaktor für die T4SS abhängige Formierung dieses Phänotyps 
ist. Infekonen von mit siRNA behandelten Zellen, in denen die Proteinexpression von c-Met 
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unterdrückt ist, könnten ebenfalls Hinweise darauf liefern, ob c-Met tatsächlich der Schlüs-
selfaktor für dieses Phänomen ist.
Eine weitere H. pylori induzierte morphologische Veränderung zeigte sich in der homotypi-
schen Aggregaon der humanen Makrophagen-Zelllinie THP1. Die Beobachtung, dass dieser 
Phänotyp nicht bei anderen Zellen auri, lässt sich damit erklären, dass die daran beteilig-
ten Moleküle nur in besmmten Zelltypen exprimiert werden. H. pylori erhöht T4SS abhängig 
die Expression von ICAM-1 (intracellular cell adhesion molecule 1), das nur auf vaskularem 
Endothel und von Makrophagen und Lymphozypten exprimiert wird (Moese et al., 2002). 
ICAM-1 wiederum bindet an den Rezeptor LFA-1 (lymphocyte funcon-associated protein 1), 
der nur in Makrophagen, B-Zellen, T-Zellen und Neutrophilen exprimiert wird. Durch die ver-
stärkte Expression von ICAM-1 und die dadurch erhöhte Bindung von ICAM-1 an LFA-1 wird 
schließlich die homotypische Aggregaon hervorgerufen. Angenommen wurde hier, dass der 
Phänotyp eng mit der proinflammatorischen Rekruerung phagozyscher Zellen im Zusam-
menhang steht. Die genaue Funkon der starken Überexposion von ICAM-1 auf der Ober-
fläche infizierter Zellen ist jedoch noch nicht geklärt.
Das T4SS und die proinflammatorische Reaktion des Wirts3.6.5. 
Die proinflammatorische Reakon von H. pylori infizierten Zellen wird angeblich durch die 
T4SS vermielte Translokaon von Pepdoglycan eingeleitet (Viala et al., 2004). Die dadurch 
induzierte Signaltransdukon akviert die eukaryoschen Transkriponsfaktoren NF-κB und 
AP-1 und führt so zu einer erhöhten Expression proinflammatorischer Chemokine wie IL-8 
(Abb. 3.7D). Entsprechend dieser Ergebnisse konnte in dieser Arbeit demonstriert werden, 
dass alle getesteten humanen Zelllinien eine starke T4SS abhängige IL-8-Sekreon zeigten. 
Zusätzlich konnte bei den beiden humanen Zelllinien HeLa und THP1 auch eine T4SS unab-
hängige IL-8-Sekreon nach H. pylori Infekon beobachtet werden. Dies könnte darauf ba-
sieren, dass die Zellen unabhängig von der Translokaon des Effektors Pepdoglycan die Bak-
terien auf der Oberfläche durch spezifische Wirtszellrezeptoren wahrnehmen. Ein hierfür in 
Frage kommender bakterieller Faktor, der über solche Rezeptoren erkannt werden könnte, 
wäre beispielsweise das immunodominante, bakterielle Angen HSP60, das dafür bekannt 
ist, eine T4SS unabhängige IL-8-Sekreon hervorzurufen (Yamaguchi et al., 1999). Auf Wirts-
zellseite könnten hier wiederum Toll-like Rezeptoren (TLRs) eine wichge Rolle spielen, da 
gezeigt werden konnte, dass TLR2 HSP60 detekert und die angeborene Immunantwort ak-
viert (Mandell et al., 2004).
Im Gegensatz zu den Beobachtungen bei der Analyse morphologischer Veränderungen zeig-
ten alle humanen Zelllinien, die eine CagA Translokaon vermieln können, auch eine Se-
kreon von IL-8 (siehe Tab. 1). Folglich ist die proinflammatorische Signalkaskade in allen 
Zelltypen akvierbar, in die das Bakterium CagA geschleust werden. Bemerkenswerterweise 
konnte in der humanen Zelllinie GLC4 jedoch weder eine Translokaon von CagA noch eine 
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Sekreon von IL-8 detekert werden, was die Hypothese unterstützt, dass CagA in die Sekre-
on von IL-8 involviert ist (Brandt et al., 2005).
Bei der Infekon muriner Zellen zeigte sich ein anderes Ergebnis. Hier führte die Infekon 
der murinen Makrophagen-ähnlichen Zelllinie J774.A zu einer starken T4SS unabhängigen 
Sekreon des IL-8-Homologs Mip-2. Alle anderen untersuchten Mauszelllinien zeigten kei-
ne Mip-2 Sekreon. Diese Ergebnisse könnten damit erklärt werden, dass H. pylori Mäuse 
nur sehr schlecht infiziert (Cantorna und Balish, 1990). Außerdem haben Untersuchungen 
mit Maus-adaperten H. pylori Stämmen gezeigt, dass es zwar zu proinflammatorischen Re-
akonen kommt, diese aber T4SS unabhängig sind (Ferrero et al., 2008). Den Ergebnissen 
zur Folge scheinen J774.A Zellen einen oder mehrere wirtszellspezifische Faktoren zu expri-
mieren, die die Infekon muriner Zellen mit H. pylori erleichtern. Ob sich diese Faktoren auf 
phagozysche Zellen beschränken, müsste durch die Untersuchung anderer muriner Makro-
phagen-Zelllinien geklärt werden. Da H. pylori induzierte proinflammatorische Reakonen in 
Mäusen T4SS unabhängig verlaufen und Typ I Stämme in Mäusen schlecht oder gar nicht ko-
lonisieren, stellt sich die Frage, ob das Mausmodell für proinflammatorische Untersuchun-
gen mit medizinischem Hintergrund überhaupt geeignet ist, oder ob man auf das Gerbil-Mo-
dell ausweichen sollte. Bei Gerbilen ru eine H. pylori Infekon eine ähnliche Pathogenese 
wie im Menschen hervor, da sie u.a. eine T4SS abhängige Gastris zeigen (Hirayama et al., 
1996;Philpo et al., 2002;Yokota et al., 1991).
Abb. 3.7: Modell für die Rol-
le zellulärer Faktoren bei 
T4SS vermielten, zellulä-
ren Wirtszellantworten.
H. pylori transloziert die Effek-
toren CagA und Pepdogly-
can (PG) in die Wirtszelle. Dort 
wird CagA durch Src-Kinasen 
und c- Abl phosphoryliert. Ty-
rosin-phosphoryliertes CagA in-
teragiert u.a. mit Csk und SHP-2 
wodurch die Src-Kinase inak-
viert wird. Dadurch werden Src-
Substrate wie Cortacn, Vincu-
lin und Ezrin dephosphoryliert, 
was zu einer Umstrukturierung 
des Akn-Zytoskeles und zu ei-
ner Indukon des hummingbird 
Phänotyps führt. Pepdoglycan 
wird über den intrazellulären 
Rezeptor Nod1 erkannt und ak-
viert den Transkriponsfaktor 
NF-κB. Diese Akvierung indu-
ziert die Sekreon von IL-8 und 
die Exposion von ICAM-1 auf 
der zellulären Oberfläche. (A) 
Wirtszellfaktoren scheinen so-
wohl eine Rolle in der CagA- als auch Pepdoglycan-Translokaon zu spielen. (B) Auch die Ergebnisse der Prozessierung von 
CagA weisen darauf hin, dass hier spezielle Wirtszell-Proteasen eine Rolle spielen. (C) Der  hummingbird Phänotyp kann nur 
in AGS-Zellen beobachtet werden. Demzufolge sind wahrscheinlich bisher unbekannte Wirtszellfaktoren an diesem Prozess 
beteiligt (D) HeLa- und THP1-Zellen sekreeren IL-8 auch durch einen T4SS unabhängigen Mechanismus. Dies lässt vermu-
ten, dass es auch andere extra-und intrazelluläre Rezeptoren gibt, die diese Wirtszellantwort steuern.
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Die H. pylori induzierte Pathogenese im Menschen basiert vor allem auf einer chronischen 
Gastris, die durch T4SS vermielte, proinflammatorische Reakonen ausgelöst wird. Da 
diese T4SS abhängigen Signaltransdukonswege in Mäusen anscheinend nicht benögt wer-
den, besteht das Risiko der Fehlinterpretaon von Daten. Bei Maus-Studien sollte deshalb 
immer die Möglichkeit miteinbezogen werden, dass das T4SS in Mäusen für diese prominen-
te Wirtszellantwort keine Rolle spielt und demzufolge hier andere Signaltransdukonswege 
die proinflammatorische Reakon auslösen.
Schlusswort3.6.6. 
Die vorliegende Analyse T4SS abhängiger Wirtszellantworten von Zelllinien verschiedenen 
Ursprungs demonstriert klar, wie wichg wirtszellspezifische Komponenten innerhalb des In-
fekonsprozesses sind und zu welchen Infekonszeitpunkten sie ihren Einfluss nehmen. An-
hand der Daten konnte ein Modell entwickelt werden, das nicht nur darauf hinweist, wel-
che T4SS abhängigen Prozesse durch Wirtszelldeterminanten beeinflusst werden, sondern 
auch in welchem Zusammenhang sie zueinander stehen (Abb. 3.7).Die Idenfikaon die-
ser Wirtszellfaktoren könnte neues Licht auf die molekularen Details der Wirt-Pathogen In-
terakon werfen, mit dessen Hilfe neue Strategien in der zielgerichteten therapeuschen 
Behandlung von H. pylori Infekonen entwickelt werden könnten. Mit einer gezielten Hem-
mung dieser Faktoren würde die H. pylori induzierte Pathogenese entscheidend beeinflusst 
werden, da so selekv T4SS spezifische Wirtszellreakonen abgeschwächt oder sogar ver-
hindert werden könnten.
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H. pylori 4.  manipuliert selekv die Endozytose und die 
Transakvierung des EGF-Rezeptors durch eine CagA abhän-
gige Akvierung von c-Abl und SHP-2
Während es bei den meisten H. pylori infizierten Menschen nach einer langjährigen Koloni-
sierung des Magens zu histologisch nachweisbaren Entzündungen kommt, entwickeln 10-
20% ernsthae Erkrankungen wie Magengeschwüre oder Magenkrebs (Nguyen et al., 1999). 
Diese Erkrankungen sind wiederum eng mit der Infekon von H. pylori Typ I Stämmen assozi-
iert, die mit einer erhöhten Pathogenität in Verbindung gebracht werden, da sie wichge Vi-
rulenzfaktoren wie das T4SS, CagA und VacA exprimieren.
Transloziertes CagA wird in der Wirtzelle durch akvierte Src Kinasen an spezifischen Tyrosin-
resten phosphoryliert (Stein et al., 2000). Einige Stunden nach der Infekon kommt es durch 
eine negave Rückkopplungsschleife zu einer CagA abhängigen Inakvierung von Src-Kina-
sen. Die anhaltende Phosphorylierung von CagA wird dann von der Nicht-Rezeptor Tyrosin-
kinase c-Abl vermielt (Poppe et al., 2007;Selbach et al., 2002a;Selbach et al., 2003;Stein et 
al., 2002;Tammer et al., 2007).
Die ubiquitär exprimierte Tyrosinkinase c-Abl ist ein mulfunkonales Enzym, das ursprüng-
lich als das eukaryosche Homolog von v-Abl, dem transformierenden Gen des Abelson mu-
rine leukemia virus, idenfiziert wurde (Rosenberg und Wie, 1988). Es steuert wichge 
zelluläre Prozesse wie Akn-Organisaon, Zellmigraon, Zellwachstum, Zellüberleben und 
zelluläre Antworten auf DNA-Schädigung. Aufgrund dieser unterschiedlichen Funkonen ist 
die Kinase in verschiedenen subzellulären Komparmenten wie Nukleus, Mitochondrien und 
Zytoplasma lokalisiert (Hantschel und Super-Furga, 2004).
Neben v-Abl und c-Abl exisert noch eine drie Abl-Form, das Fusionsprotein Bcr-Abl, das 
durch die T(9;22)-Philadelphia-Chromosomentranslokaon entsteht. Dieses Enzym besitzt 
eine erhöhte Tyrosinkinase-Akvität und induziert eine verstärkte Akvierung c-Abl abhängi-
ger Signalkaskaden, die zu der Expression von Genen führen, die entscheidend an der Ausbil-
dung der Chronischen Myelogenen Leukämie (CML) beteiligt sind (Deininger et al., 2000).
Die Domänen von c-Abl ähneln in ihrer Anordnung sehr denen von Src-Kinasen (Abb. 4.1.). 
Die Kinase besitzt eine Tyrosinkinase-, eine Src-homology-2 (SH2)- und eine SH3-Domäne 
(Hantschel und Super-Furga, 2004). Hinzu kommt eine lange C-terminale, Prolin-reiche Re-
gion mit vielen Protein-Protein Interakonsstellen, die für die verstreute zelluläre Lokalisa-
on von c-Abl verantwortlich ist. Durch die Interakonen mit Proteinen wie dem Adapterpro-
tein Crk, dem Zytoskele-bindenden Protein Vinexin und der Kinase Pak2 steuert c-Abl die 
Funkon des Akn-Zytoskeles und ist so stark in die Regulierung von Zellmolität involviert 
(Kain und Klemke, 2001;Machuy et al., 2007;Mitsushima et al., 2006).
Während der Infekon mit H. pylori kommt es zu einer Komplexbildung von c-Abl und CagA, 
die zu einer Akvierung von c-Abl führt (Tammer et al., 2007). Zusammen mit der Inakvie-
rung von Src, die zu der Dephosphorylierung von Akn-bindenden Proteinen wie Cortac-
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n führt, induziert c-Abl so eine CagA abhängige Erhöhung der Zellmolität (Poppe et al., 
2007;Selbach et al., 2003;Tammer et al., 2007). Bisher ist unbekannt, ob c-Abl in der H.  pylo-
ri Infekon, neben der Phosphorylierung von CagA und der Erhöhung der Zellmolität noch 
weitere Funkonen übernimmt.
Abb. 4.1: Protein-Domänen der Nicht-Rezeptor Tyrosinkinase c-Abl.
Die Kinase besitzt eine N-terminale SH3- und SH2- Domäne für die Interakon mit Prolin-reichen Sequenzen (über SH3) 
bzw. Tyrosin-phosphorylierten Proteinen (über SH2). Darauf folgt eine SH1 Tyrosinkinase-Domäne (TK) und eine nukleare 
Transport-Sequenz (NLS), die von mehreren Prolin-reichen (P) Moven flankiert ist. C-Abl besitzt ebenfalls DNA-bindende 
Move (DNA) und ein C-terminales Akn-bindendes Mov (Akn BD).
Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass auch der EGF-Rezeptor mit c-Abl interagiert. 
Nach Liganden-Bindung bindet und akviert diese Rezeptor-Tyrosinkinase c-Abl, worauin 
c-Abl die Endozytose des EGF-Rezeptors durch eine Phosphorylierung der EGF-Rezeptor Ty-
rosinstelle Y1173 inhibiert (Jones et al., 2006;Planer et al., 1999;Tanos und Pendergast, 
2006;Zhu et al., 1993). Zusätzlich blockiert die Akvierung von c-Abl die Rekruerung der 
Ubiquin Ligase Cbl zu dem akvierten EGF-Rezeptor, und verhindert so seine Cbl abhängige 
Degradierung. Diese wird normalerweise durch eine Cbl vermielte Ubiquinylierung einge-
leitet. Da sowohl die Rezeptor-Endozytose als auch die Rezeptor-Degradierung wichge Pro-
zesse sind, die zu einer Terminaon der Signaltransdukon führen, nimmt c-Abl demzufolge 
in der Regulaon der Signalübertragung eine Schlüsselrolle ein.
Der EGF-Rezeptor kontrolliert wichge zelluläre Prozesse wie Proliferaon und Apoptose. 
Aufgrund seines breiten Wirkungsspektrums können bereits kleine Störungen dieser Signal-
kaskaden erhebliche Auswirkungen auf die betroffenen Zellen haben. Mutaonen des EGF-
Rezeptors, die zu einer verstärkten Signalvermilung führen (Abb. 4.2), enden o in unkon-
trolliertem Zellwachstum und fördern auf diesem Weg die Entstehung und Ausbreitung von 
Tumoren (Moscatello et al., 1995;Wong et al., 1992).
Wird der EGF-Rezeptor Signalweg dahingegen im Magen gehemmt (Abb. 4.2), kann der 
Wachstumsfaktor und EGF-Rezeptor Ligand EGF (epidermal growth factor; epidermaler 
Wachstumsfaktor) den EGF-Rezeptor Signalweg nicht mehr akvieren. Dies führt dazu, dass 
bei Verletzungen des Magenepithels weder der Gehalt an Säure reduziert, noch verletztes 
Epithelgewebe regeneriert werden kann (Shaw et al., 1987;Tarnawski und Jones, 1998). Dies 
kann zur Entstehung von Magengeschwüren führen, da eine gezielte Gewebserneuerung 
durch EGF induzierte Proliferaon nicht mehr möglich ist.
Die Regulaon der EGF-Rezeptor induzierten Signalkaskade unterliegt fein regulierten Me-
chanismen, die sowohl auf die Dimerisierung des EGF-Rezeptors mit unterschiedlichen Re-
zeptoren der ErbB-Familie (ErbB2, ErbB3, ErbB4) als auch auf endozytosche Mechanismen 
zurückgeführt werden können. Letztere schleusen die akvierte Rezeptor-Tyrosinkinase in 
den lysosomalen Abbauweg und führen so eine Terminaon der Signalkaskade herbei (Di-
kic und Giordano, 2003;Grandal und Madshus, 2008;Roepstorff et al., 2008;Yarden und Sliw-
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kowski, 2001). Neueste Studien mit Phosphotyrosinphosphatasen (PTPs) weisen darauf hin, 
dass die Dephosphorylierung von Tyrosinresten des EGF-Rezeptors genauso wichg für die 
Regulaon des Rezeptors ist wie dessen Phosphorylierung. Diese Protein-Modifikaon kann 
die Signalkaskade verstärken. Die ubiquitär exprimierte zytoplasmasche Phosphatase SH2 
Phosphatase 2 (SHP-2) ist einer der bekanntesten Akvatoren der EGF-Rezeptor Signaltrans-
dukon (Neel et al., 2003;Neel und Tonks, 1997). Sie ist die erste Phosphatase, für die be-
schrieben wurde, dass sie auch als humanes Onkoprotein fungieren kann, da Mutaonen 
von SHP-2 zu geneschen Krankheiten (Noonan Syndrom) und Leukämien führen können 
(Tartaglia et al., 2001).
Abb. 4.2: Modell der EGF-Rezeptor induzierten Geschwür-und Tumor-Bildung.
Bei einer verstärkten EGF-Rezeptor Signalkaskade proliferieren die Zellen unkontrolliert und es kann zu der Entstehung von 
Tumoren kommen. Ist die EGF-Rezeptor Signaltransdukon jedoch inhibiert, wird die Wundheilung (Reepithelialisierung) 
des Gewebes bei Verletzungen blockiert und es besteht das Risiko der Geschwürbildung.
Interessanterweise spielt SHP-2 auch in Helicobacter Infekonen eine große Rolle (Hata-
keyama, 2004). Die Interakon mit dem phosphoryliertem Effektor CagA smuliert die Phos-
phatase-Akvität von SHP-2 und führt so zu der Indukon einer Zellantwort, die sich in der 
elongierten Zellform infizierter Epithelzellen (hummingbird phenotype) äußert. Sie wird durch 
eine SHP-2 vermielte Inhibierung der FAK (focal adhesion kinase) und einer Ras-unabhängi-
gen Akvierung von ERK1/2 hervorgerufen (Higashi et al., 2004;Tsutsumi et al., 2006).
H. pylori Infekonen können den EGF-Rezeptor auch direkt beeinflussen. Die meisten in vit-
ro Studien, die den Einfluss von H. pylori auf die EGF-Rezeptor Signaltransdukon untersucht 
haben, fokussierten sich hierbei auf frühe Wirtszellantworten innerhalb der ersten drei Stun-
den nach der Infekon. Hier wurde sowohl eine Akvierung des EGF-Rezeptors beobachtet 
als auch eine erhöhte Expression der Rezeptor-Tyrosinkinase festgestellt, die zu einer ver-
stärkten Expression EGF-Rezeptor abhängiger Gene führt (Ashktorab et al., 2007;Keates et 
al., 2005;Wallasch et al., 2002). Dies führte zu der Annahme, dass der EGF-Rezeptor stark in 
die H. pylori induzierte Tumorentstehung involviert ist. Ob diese Veränderungen jedoch auch 
nach längeren Infekonsperioden zu finden sind wurde bisher noch nicht untersucht. Da jah-
relange, chronische Infekonen der humanen gastrischen Mukosa, aber eine Voraussetzung 
für die Entwicklung ernsthaer Krankheiten sind, und Fehlfunkonen der EGF-Rezeptor Sig-
nalkaskade eng mit der Entstehung von Krebs und Magengeschwüren assoziiert sind, ist eine 
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Analyse der EGF-Rezeptor Akvierung und -Signaltransdukon zu späteren Zeitpunkten der 
Infekon sehr wichg. Außerdem ist noch nicht vollständig geklärt, ob die kurz nach der In-
fekon beobachtete Vestärkung der EGF-Rezeptor Expression der Hauptgrund für eine be-
obachtete Erhöhung der EGF-Rezeptor Oberflächenexposion auf infizierten Zellen ist (Kea-
tes et al., 2007).
Da eine erhöhte Rezeptorpopulaon auf der Zelloberfläche häufig zu Veränderungen der 
jeweiligen Signalkaskade führt, sollte dieser Aspekt in diesem Abschni der Arbeit einge-
hend untersucht werden. Hierbei sollte der Einfluss von längeren Infekonsperioden (20 – 
24 h nach Infekon) auf die EGF-Rezeptor Oberflächenexposion und die EGF-Rezeptor Sig-
naltransdukon genauer analysiert werden. Der Infekonszeitpunkt von 20 h wurde deshalb 
ausgewählt, da hier der hummingbird Phänotyp im Gegensatz zu frühen Infekonszeitpunk-
ten in jeder Zelle induziert ist und sich die Infekon vollständig etabliert hat. Ein weiterer 
Vorteil ist, dass die Zellen hier noch nicht durch Apoptose absterben, und eshalb für in vit-
ro Analysen verwendet werden können. Die Untersuchung der Auswirkungen von H. pylori 
Infekonen auf den EGF-Rezeptor zu späteren Zeitpunkten der Infekon soll klären, ob der 
EGF-Rezeptor tatsächlich einer der Hauptmediatoren der Krebsentstehung in infizierten Pa-
enten ist, oder nicht.
H. pylori4.1.  blockiert die Endozytose des EGF-Rezeptors durch 
die CagA abhängige Aktivierung der Nicht-Rezeptor Tyrosinkina-
se c-Abl
Der 4.1.1. H. pylori Effektor CagA erhöht die EGF-Rezeptor Oberflä-
chenexposition auf gastrischen Epithelzellen nach verlängerter Infektions-
dauer
Aktuelle Studien haben gezeigt, dass Infekonen mit H. pylori nach einer Stunde die EGF-Re-
zeptor Expression erhöhen. Deshalb sollte hier zunächst untersucht werden, ob sich auch die 
Rezeptorpopulaon auf der Oberfäche von infizierten Zellen verändert. Hierfür wurde eine 
längere Infekonszeit von 20 h gewählt, um Zustände untersuchen zu können, die nach voll-
ständiger Etablierung der Infekon vorliegen. 
Die Oberflächenexposion des EGF-Rezeptors wurde zuerst miels Epifluoreszenz-Mikros-
kopie analysiert (Abb. 4.3A). Hierfür wurden AGS Zellen mit dem H. pylori Wildtyp-Stamm 
P1 infiziert. Anschließend wurden die Zellen unter nicht-permeabilisierenden Bedingungen 
mit einem Ankörper gegen die extrazelluläre Domäne des EGF-Rezeptors gefärbt (grün). 
Im Vergleich zu nicht infizierten Zellen zeigen H. pylori infizierte Zellen eine verstärkte Ober-
flächenexpression des EGF-Rezeptors. Doppelfärbungen mit einem Ankörper gegen H. py-
lori (rot) demonstrieren, dass der beobachtete Anseg EGF-Rezeptor spezifisch ist und nicht 
auf eine unspezifische Bindung von H. pylori an Ankörper zurückgeführt werden kann. Um 
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auszuschließen, dass die Ankörper auch intrazelluläre EGF-Rezeptormoleküle anfärben, 
wurde die EGF-Rezeptor Oberflächenfärbung mit konfokaler Mikroskopie genauer analy-
siert. Dadurch kann überprü werden, ob die Erhöhung der Oberflächenexposion auf infi-
zierten Zellen unabhängig von einer erhöhten Genexpression verläu. Es konnte keine int-
razelluläre Färbung des EGF-Rezeptors detekert werden, was beweist, dass das verstärkte 
Fluoreszenzsignal des EGF-Rezeptors auf infizierten Zellen, tatsächlich auf eine verstärkte 
Oberflächenexposion zurückzuführen ist (Abb. 4.3B).
Abb. 4.3: Immunofluoreszenz-Analyse der EGF-Rezeptor Oberflächenexposion auf H. pylori infizierten Zellen.
AGS-Zellen wurden 20 h mit dem H. pylori Wildtyp-Stamm P1 (MOI 100) infiziert. Infizierte (P1) und nicht infizierte (NI) Zel-
len wurden unter nicht-permeabilisierten Bedingungen mit einem an EGFR-Ankörper (grün) und einem an H. pylori-An-
körper (rot) gefärbt. A) Analyse der Zellen mit einem Epifluoreszenz-Mikroskop; 100 fache Vergrößerung. B) Analyse von 
infizierten Zellen mit einem konfokalen Mikroskop. Linker Bildabschni: Aufnahme im X/Y-Modus. Weiße Linie: Posion der 
Z-Ebene in rechtem Bildabschni. Rechter Bildabschni: Aufnahme im X/Z-Modus.
Um die H. pylori vermielte Erhöhung der EGF-Rezeptor Oberflächenexposion mit einem 
weiteren experimentellen Ansatz zu bestägen, wurden zusätzlich FACS-Experimente durch-
geführt (Abb. 4.4). Durch Fluoreszenz-mikroskopische Untersuchungen der eingesetzten 
Zellen konnte ausgeschlossen werden, dass intrazelluläre Färbungen des EGF-Rezeptors bei 
der sensiven FACS-Messung addiv wirken (Abb. 4.4B). Für die Analyse wurden die Zellen 
unter Verwendung von unterschiedlichen MOIs infiziert, um die Effizienz des beobachteten 
Effekts untersuchen zu können. Die Zellverteilungsdichtediagramme (Density Dot plots; Abb. 
4.4A), zeigen eine Verschiebung der infizierten Zellpopulaon innerhalb des EGFR Cy2 Ka-
nals (Gate 2) und deuten somit eine intensivierte Färbung des EGF-Rezeptors auf der Ober-
fläche infizierter Zellen an. Das Histogramm (Abb. 4.4C) und das Balkendiagramm (Abb. 
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4.4D) zeigen deutlich, dass Infekonen mit H. pylori eine zweifache Hochregulaon der EGF-
Rezeptopopulaon auf der Wirtszell-Oberfläche induzieren. Der Effekt erscheint bereits un-
ter Verwendung geringer MOIs. Demzufolge reicht schon eine kleine Menge von fünf Bakte-
rien pro Zelle aus, um diesen Effekt zu induzieren.
Abb. 4.4: FACS-Analyse der EGF-Rezeptor Oberflächenexposion auf H. pylori infizierten Zellen unter Ver-
wendung verschiedener MOIs.
AGS-Zellen wurden 20 h mit P1 (MOI 5, 50, 100) infiziert. Infizierte (P1) und nicht infizierte (NI oder MOI 0) Zellen wurden 
im nicht-permeabilisierten Zustand mit einem an EGFR-Ankörper (EGFR-Cy2) oder der Isotypenkontrolle (Iso) gefärbt. A) 
Zellverteilungsdichtediagramme mit repräsentaven Zellpopulaonen; Links: Zellgröße und Granularität der ausgewählten 
Populaon im SSC-H/FSC-H-Kanal (Gate1); Rechts: Fluoreszenzintensität der ausgewählten Populaon im EGFR Cy2/FSC-H-
Kanal (Gate2). B) Mikroskopische Analyse der Zellen, die für die FACS-Analyse eingesetzt wurden (MOI 50). C) Histogramm 
mit Fluoreszenzintensitäten der Zellpopulaonen von nicht infizierten (NI EGFR) und infizierten Zellen (5 EGFR; 50 EGFR; 
100 EGFR), die mit dem an EGFR-Ankörper oder mit der Isotypenkontrolle gefärbt wurden (NI Iso; 100 Iso). D) Diagramm 
mit prozentualer Rezeptormenge auf der Zelloberfläche von infizierten Zellen. Die Standardabweichung wurde anhand von 
drei unabhängigen Experimenten ermielt.
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Da sowohl Veränderungen des EGF-Rezeptor Signalwegs als auch der bakterielle Effektor 
CagA eng mit der Entstehung von Krebs und Magengeschwüren assoziiert sind, sollte unter-
sucht werden, ob die H. pylori induzierte Hochregulaon des EGF-Rezeptors CagA abhän-
gig ist (Hatakeyama, 2004;Yarden, 2001). Für die Analyse wurden AGS Zellen mit P1 oder 
der isogenen Deleonsmutante P1ΔcagA infiziert. 1,5 und 24 h nach der Infekon wurden 
die Zellen mit einem an EGF-Rezeptor Ankörper gefärbt und miels FACS-Analyse auf die 
EGF-Rezeptor Oberflächenexpression untersucht. Da nach 24 h Infekon die erhöhte EGF-Re-
zeptor Oberflächenexposion in Zellen, die mit der Deleonsmutante infiziert wurden, nicht 
auri (Abb. 4.5A&B), kann man schlussfolgern, dass H. pylori die erhöhte EGF-Rezeptor 
Oberflächenexposion in Abhängigkeit von CagA induziert. Zusätzlich zeigen die Daten, dass 
der Effekt nicht auf Zellen zu sehen ist, die nur 1,5 h infiziert wurden. Es handelt sich dem-
nach tatsächlich um ein Phänomen das erst zu späteren Zeitpunkten der Infekon zu detek-
eren ist. Um nachzuweisen, dass die CagA abhängige Hochregulaon nicht mit einer verän-
derten EGF-Rezeptor Expression in Verbindung steht, wurde die EGF-Rezeptor Proteinmenge 
1,5 und 24 h nach der Infekon überprü (Abb. 4.5C). Es konnten keine Veränderungen des 
EGF-Rezeptors auf Proteinebene detekert werden. Dies unterstreicht, dass der CagA ab-
hängige Effekt tatsächlich einem endozytoschen Mechanismus zugeordnet werden kann.
Abb. 4.5: Analyse der EGF-Rezeptor Oberflächenexposion von P1 und P1ΔcagA infizierten AGS-Zellen.
AGS-Zellen wurden 1,5 und 24 h mit P1 und der isogenen Deleonsmutante P1ΔcagA (MOI 100) infiziert. A-B) FACS-Ana-
lyse von infizierten und nicht infizierten (NI) Zellen. Die Zellen wurden mit dem an EGFR-Ankörper oder der korrespon-
dierenden Isotypenkontrolle gefärbt und analysiert. Links: Diagramm mit prozentualer EGFR-Oberflächenpopulaon zu 
besmmten Zeitpunkten der Infekon. Rechts: Histogramm mit Fluoreszenzintensitäten der EGFR-Oberflächenexposion 
auf analysierten Zellpopulaonen. Die Standardabweichung wurde anhand von drei unabhängigen Experimenten ermit-
telt. C) Immunoblotanalyse der EGFR-Expression. Die Zellen wurden mit einem polyklonalem an EGFR-Ankörper analy-
siert. Die Ladekontrolle wurde mit einem an β-Akn-Ankörper durchgeführt.
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CagA interagiert mit einer bakteriellen DNA Gyrase (Pyndiah et al., 2007). Demzufolge könn-
te eine Deleon des Gens Auswirkungen auf die bakterielle Genexpression haben. Das wür-
de bedeuten, dass CagA-Mutanten eine schlechtere Fitness vorweisen und Infekonen in-
effekver sind als mit dem Wildtyp-Stamm. Da man so unter Nutzung der Mutanten immer 
eine CagA-Abhängigkeit in die Daten hinein interpreert, würde dies zu falsch-posiven Er-
gebnissen führen. Um dies auszuschließen, sollte die in Abb. 4.5 beobachtete CagA Abhän-
gigkeit nochmals mit einem anderen experimentellen Ansatz bestägt werden, der ohne den 
Einsatz einer Mutante durchgeführt wird. So wurde CagA in AGS Zellen transient überexpri-
miert und die EGF-Rezeptor Oberflächenexposion anschließend miels FACS-Analyse un-
tersucht (Abb. 4.6A). In einem weiteren Ansatz wurde eine CagA-Mutante exprimiert, die 
Phosphorylierungs-resistent ist (Higashi et al., 2002). Mit diesem Versuch sollte analysiert 
werden, ob der Effekt in Abhängigkeit des Phosphorylierungs-Status des Effektors auri 
(Abb. 4.6B). Da die beiden CagA-Proteine an Hämaglunin (HA) konjugiert sind, konnte die 
Expression der Konstrukte miels Immunoblotanalyse unter Verwendung eine an HA-An-
körpers überprü werden (Abb. 4.6C).
Die Ergebnisse der FACS-Analyse zeigen, dass die Expression von CagA ausreichend ist, um 
die EGF-Rezeptor Oberflächenpopulaon zu erhöhen. Außerdem wird deutlich, dass die 
Hochregulaon unabhängig von der Phosphorylierung von CagA induziert wird, da Zellen, 
die die Phosphorylierungs-resistente CagA-Mutante exprimieren, ebenfalls eine Hochregula-
on der EGF-Rezeptor Oberflächenexposion zeigen. Die Daten bestägen nicht nur die Er-
gebnisse des Versuchs aus Abb. 4.5, sondern verweisen auch auf einen neuen CagA abhän-
gigen Mechanismus, der auch ohne die Phosphorylierung des Effektors iniiert wird.
Abb. 4.6: Analyse der EGF-Rezeptor Oberflächenexposion von CagA transfizierten AGS-Zellen.
AGS-Zellen wurden mit CagA (WT CagA) oder einer Phosphorylierungs-resistenten CagA Mutante (PR CagA) transfiziert. 24 
h nach der Transfekon wurden die transfizierten Zellen und die scheintransfizierte Mock-Kontrolle (Transfekon mit Rea-
genz aber ohne Plasmid-DNA) mit dem an EGFR-Ankörper oder der korrespondierenden Isotypenkontrolle gefärbt und 
miels FACS analysiert. A) Diagramm der prozentualen EGFR-Oberflächenpopulaon. Die Standardabweichung wurde an-
hand von drei unabhängigen Experimenten ermielt. B) Histogramm mit Fluoreszenzintensitäten der EGFR-Oberflächen-
exposion auf analysierten Zellpopulaonen. C) Immunoblotanalyse der CagA Expression. Die Zelllysate wurden mit einem 
monoklonalen an HA-Ankörper analysiert. Die Ladekontrolle erfolgte unter Verwendung eines an β-Akn-Ankörpers.
Die Daten zeigen deutlich, dass verlängerte Infekonen mit H. pylori Typ I Stämmen zu ei-
ner starken Erhöhung der EGF-Rezeptorpopulaon auf der Zelloberfläche führen und dass 
der bakterielle Effektor CagA den zu Grunde liegenden Mechanismus steuert. Darüber hin-
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aus wird demonstriert, dass der Effekt unabhängig von der Phosphorylierung von CagA ini-
iert wird.
Die 4.1.2. H. pylori induzierte Erhöhung der Rezeptor-Population auf 
der Wirtszelloberfläche richtet sich selektiv gegen den EGF-Rezeptor
Als nächstes sollte ermielt werden, ob es sich bei der beobachteten Hochregulaon um ei-
nen Rezeptor-spezifischen Vorgang handelt, oder ob auch andere Oberflächenmoleküle von 
diesem Effekt betroffen sind. Hierfür wurde die Oberflächen-Exposion der Rezeptor-Tyro-
sinkinase c-Met (mesenchymal-epithelial transion factor) untersucht, die dem EGF-Rezep-
tor sowohl in Funkon als auch in ihrem endozytoschen Aufnahmemechanismus ähnelt 
(Abb. 4.7A&C). Sie reguliert Prozesse wie Zellproliferaon und Zellwachstum und wird nach 
der Bindung des Liganden HGF (hepatocyte growth factor) über die Aufnahme in Vesikel frü-
her Endosomen (early endosomes) internalisiert (Hammond et al., 2001). Auch in Infeko-
nen mit H. pylori spielt der c-Met Rezeptor eine wichge Rolle, indem er sowohl eine erhöh-
te Zellmolität als auch eine erhöhte Zellinvasion vermielt (Churin et al., 2003;Oliveira et 
al., 2006). Um ebenfalls ein Oberflächenmolekül zu untersuchen, das sich vom EGF-Rezeptor 
sowohl in Funkon als auch in der Endozytose unterscheidet, wurde zusätzlich die Oberflä-
chenpopulaon von HLA-E Molekülen (major histocompability complex (MHC) class-I mole-
cule) miels FACS analysiert (Abb. 4.7B&C). 
Abb. 4.7: FACS-Analyse der EGF-Rezeptor, c-Met und HLA-E Oberflächenexposion auf H. pylori infizierten Zellen.
AGS-Zellen wurden 20 h mit P1 infiziert (MOI 100). Infizierte (P1) und nicht infizierte (NI) Zellen wurden im nicht-permeabi-
lisierten Zustand mit dem an EGFR-Ankörper (EGFR), einem an c-Met-Ankörper (c-Met), einem HLA-E FITC konjugier-
ten Ankörper (HLA-E) oder der entsprechenden Isotypenkontrolle (Iso) gefärbt. A) Histogramm mit Fluoreszenzintensitä-
ten der Zellpopulaonen nach der Färbung von c-Met, EGFR und der korrespondierenden Isotypenkontrolle. B) Histogramm 
mit Fluoreszenzintensitäten der Zellpopulaonen von HLA-E Molekülen und der korrespondierenden Isotypenkontrolle. C) 
Diagramm mit prozentualer Rezeptormenge von c-Met, EGFR und HLA-E Molekülen auf der Zelloberfläche infizierter Zel-
len im Vergleich zu nicht infizierten Zellen. Die Standardabweichung wurde anhand von drei unterschiedlichen Experimen-
ten ermielt.
HLA-E Moleküle sind auf fast jedem Zelltyp lokalisiert, wo sie eine wichge Rolle in der Prä-
sentaon von Angenen spielen. Außerdem schützen sie die Zellen vor Angriffen natürlicher 
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Killerzellen (Fluer und Gao, 2004). Im Gegensatz zum EGF-Rezeptor und c-Met verläu die 
Internalisierung von HLA-E Molekülen unabhängig von Clathrin und Dynamin, zwei Akn-as-
soziierten Proteinen, die in vielen endozytoschen Prozessen akvierter Rezeptor-Tyrosinki-
nasen involviert sind.
Für die vergleichende Analyse wurden sowohl der EGF-Rezeptor als auch c-Met und HLA-E 
Moleküle auf der Oberfläche infizierter und nicht infizierter Zellen gefärbt und miels FACS 
untersucht. Interessanterweise änderte sich hierbei die Oberflächenpopulaon von c-Met 
und HLA-E Molekülen auf H. pylori infizierten Zellen nicht, während die Oberflächenpopula-
on des EGF-Rezeptors stark hochreguliert wird. Da weder c-Met noch HLA-E Moleküle auf 
der Oberfläche infizierter Zellen reguliert werden, sprechen die Daten für einen spezifischen 
Effekt, der sich ausschließlich gegen den EGF-Rezeptor richtet.
Die erhöhte EGF-Rezeptor Oberflächenexposition auf 4.1.3. H. pylo-
ri infizierten Zellen basiert auf einer Inhibierung der EGF-Rezeptor Endo-
zytose
Mit den vorhergehenden Versuchen konnte bereits ausgeschlossen werden, dass die erhöhte 
Oberflächenexposion des EGF-Rezeptors bei infizierten Zellen auf eine Erhöhung der Prote-
inmenge zurückzuführen ist. Demzufolge liegt es nahe, dass dieser Effekt aufgrund von Ver-
änderungen der Rezeptor-Endozytose zustande kommt. Dies sollte im folgenden Abschni 
untersucht werden.
Die Smulaon mit EGF iniiert die Internalisierung des Rezeptors über frühe Endosomen, 
die durch mikroskopische Experimente einfach nachzuweisen ist. Deshalb wurde die Ligan-
den-abhängige Entstehung EGF-Rezeptor halger Vesikel in infizierten und nicht infizierten 
Zellen miels Immunofluoreszenz-Mikroskopie analysiert. Hierfür wurden AGS Zellen mit P1 
infiziert und 20 h nach der Infekon für 5 min mit EGF smuliert. Anschließend wurden die 
Zellen permeabilisiert und mit einem an EGF-Rezeptor Ankörper (rot) gefärbt. Die Analy-
se mit einem Epifluoreszenz-Mikroskop zeigt deutlich, dass die Smulaon mit EGF in H. py-
lori infizierten Zellen keine Vesikelformaon induziert (Abb. 4.8A). In nicht infizierten Zellen 
sind die Vesikel hingegen klar zu erkennen. Um zu demonstrieren, dass es sich bei den EGF-
Rezeptor halgen Vesikeln in nicht infizierten Zellen auch tatsächlich um frühe Endosomen 
handelt, wurden Zellen zusätzlich mit einem Ankörper behandelt, der EEA1 (early endoso-
me angen 1, rot) als Markerprotein für frühe Endosomen anfärbt. Die Proben wurden an-
schließend miels konfokaler Mikroskopie untersucht (Abb. 4.8C). In nicht infizierten Zellen 
ist die EGF induzierte Kolokalisaon von EEA1 und EGF-Rezeptor in vesikulären Strukturen 
klar zu erkennen (Abb. 4.8C; links). In H. pylori infizierten Zellen kolokalsieren die Protei-
ne dagegen nicht, was nochmals demonstriert, das die Bildung EGF-Rezeptor halger, früher 
Endosomen in infizierten Zellen blockiert ist (Abb. 4.8C; rechts). 
Da nach EGF-Smulaon hier eine Bildung EGF-Rezeptor halger früher Endosomen in in-
fizierten Zellen nicht beobachtet werden konnte, weisen die Daten darauf hin, dass die en-
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dozytosche Aufnahme des EGF-Rezeptors in H. pylori infizierten Zellen tatsächlich inhibiert 
ist.
Um zu zeigen, dass endozytosche Vorgänge in infizierten Zellen nicht generell blockiert sind, 
wurde ebenfalls die Liganden-abhängige Aufnahme von c-Met untersucht (Abb. 4.8B&D). 
Hierfür wurden infizierte und nicht infizierte Zellen für 5 min mit HGF smuliert und anschlie-
ßend mit Immunofluoreszenz-Mikroskopie untersucht. Sowohl die Färbungen von c -Met 
allein (Abb. 4.8B) als auch konfokale Kolokalisaons-Studien von c-Met und EEA1 (Abb. 
4.8D) zeigen deutlich, dass die endozytosche Aufnahme von c-Met sowohl in infizierten als 
auch in nicht infizierten Zellen funkoniert. In beiden Ansätzen sind deutlich c-Met halge, 




Endozytose von H. pylori 
infizierten Zellen.
AGS-Zellen wurden 20 h mit 
P1 (MOI 100) infiziert. Infi-
zierte (P1) und nicht infizier-
te (NI) Zellen wurden 5 min 
mit 100 ng/ ml EGF oder 
100 ng/ ml HGF smuliert 
und mit entsprechenden An-
körpern gefärbt. Vesikel-
formaonen sind in A & B 
durch vergrößerte Ausschnit-
te (weisser Rahmen, unterer 
Bildabschnitt)hervorgeho-
ben. A) Epifluoreszenz-Analy-
se von Zellen, die mit einem 
an EGFR-Ankörper gefärbt 
(rot) wurden. B) Epifluores-
zenz-Analyse von Zellen, die 
mit einem an c-Met-An-
körper gefärbt (grün) wur-
den. C) Konfokale Fluores-
zenzmikroskopie von Zellen, 
die mit einem an EGFR-An-
körper (grün) und einem 
an EEA1-Ankörper gefärbt 
wurden (rot). D) Konfokale 
Fluoreszenzmikroskopie von 
Zellen, die mit einem an c-
Met-Ankörper (grün) und 
einem an EEA1-Ankörper 
gefärbt wurden (rot).
Um die mikroskopischen Daten zu bekräigen, wurde die Endozytose des EGF-Rezeptors in 
einem Zeitverlaufsexperiment untersucht. Dabei wurde die zelluläre Aufnahme von Fluores-
zenz-markiertem EGF (Alexa488 EGF) gemessen, das zusammen mit dem EGF-Rezeptor en-
dozyert wird. Durch eine FACS-Analyse konnte die Menge von internalisiertem EGF quan-
fiziert werden (Abb. 4.9A&B). Hierbei zeigte sich, dass die Aufnahme von EGF in infizierte 
Ergebniste i l  2
   56
Zellen im Vergleich zu nicht infizierten Zellen stark inhibiert ist. Dies bestägt die Hypothe-
se einer H. pylori induzierten Blockade der EGF-Rezeptor Endozytose nochmals. Veränderun-
gen der EGF-Rezeptor Proteinexpression, die zu dem Anseg der EGF-Rezeptor Oberflächen-
exposion führen könnten, wurden ebenfalls miels Immunoblotanalyse ausgeschlossen 
(Abb. 4.5 und 4.9C). Zusammenfassend zeigen die Daten, dass die H. pylori induzierte Er-
höhung der EGF-Rezeptor Oberflächenexpression tatsächlich durch eine selekve Inhibie-
rung der EGR-Endozytose verursacht wird.
Abb. 4.9: FACS-Analyse der Liganden-induzierten EGF-Rezeptor Internalisierung in H. pylori infizierten Zellen.
AGS-Zellen wurden 20 h mit P1 (MOI 100) infiziert. Infizierte (P1) und nicht infizierte (NI) Zellen wurden mit 50 ng/ml EGF 
Alexa488 1 h auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen 0, 3 und 5 min bei 37 °C inkubiert und anschließend gewaschen. 
Der intrazelluläre Gehalt an EGF Alexa488 wurde miels FACS besmmt. A) Liniendiagramm: Fluoreszenzmedian von inter-
nalisiertem EGF Alexa488. Die Standardabweichung wurde anhand von drei unabhängigen Experimenten ermielt. B) His-
togramme mit Fluoreszenzintensitäten des intrazellulären Gehalts an EGF Alexa488 in analysierten Zellpopulaonen. C) 
Immunoblotanalyse der EGFR-Expression. Zellen wurden lysiert und mit einem an EGFR-Ankörper analysiert. Für die La-
dekontrolle wurde ein an β-Akn-Ankörper eingesetzt.
H. pylori4.1.4.  inhibiert auch die Liganden-abhängige EGF-Rezeptor 
Degradierung
Die Liganden-abhängige Internalisierung des EGF-Rezeptors führt neben der Iniaon von 
intrazellulären Signalkaskaden auch zu der lysosomalen Degradierung des Rezeptors, die 
durch die Ubiquin-Ligase Cbl eingeleitet wird. Die Ligase ubiquinyliert den Rezeptor und 
markiert ihn so für den Degradaonsweg (Alwan et al., 2003;Waterman et al., 1999). Da der 
EGF-Rezeptor in H. pylori infizierten Zellen nicht mehr internalisiert werden kann, müsste 
Ergebniste i l  2
57
hier auch die Degradierung des EGF-Rezeptors blockiert sein. Dies sollte mit dem folgenden 
Experiment überprü werden. Zusätzlich sollte getestet werden, ob der Effektor CagA in den 
Prozess involviert sein könnte. Für den Versuch wurden die Zellen mit P1 und der isogenen 
Deleonsmutante P1ΔcagA infiziert. Der EGF-Rezeptor wurde nach EGF-Smulaon aus in-
fizierten und nicht infizierten Zellen immunopräzipiert. Hierbei stellte sich heraus, dass der 
Rezeptor in Zellen, die 20 h mit P1 infiziert wurden, tatsächlich nicht mehr degradiert wird. 
Im Gegensatz dazu konnte aus nicht infizierten Zellen oder Zellen, die mit P1ΔcagA infiziert 
wurden, nach 90 min EGF-Smulaon kein EGF-Rezeptor mehr detekert werden, da der Re-
zeptor zu dem Zeitpunkt der Smulaon hier bereits degradiert war (Abb. 4.10). Demzu-
folge unterstützen die Daten die Aussage, dass die Internalisierung des EGF-Rezeptors in in-
fizierten Zellen blockiert ist, wodurch auch die Cbl abhängige Degradierung gehemmt wird. 
Auffällig ist, dass die Proteinmenge in P1 infizierten Zellen trotz der fehlenden Degradierung 
nicht zunimmt. Das spricht dafür, dass die Zelle oder das Bakterium zusätzliche Mechanis-
men einleitet um die Neusynthese des Rezeptors zu drosseln.
Abb. 4.10: Immunoblotanalyse von EGF-Rezeptor Immunopräzipitaten aus P1 und P1ΔcagA infizierten Zellen.
AGS-Zellen wurden 20 h mit P1 oder der isogenen Deleonsmutante P1ΔcagA infiziert (MOI 100). Anschließend wurden die 
Ansätze 0, 5 und 90 min mit 100 ng/ml EGF smuliert. Der EGF-Rezeptor wurde mit einem monoklonalen an EGFR-Ankör-
per immunopräzipiert. Die Präzipitate wurden per Immunoblot mit einem polyklonalen an EGFR-Ankörper analysiert. 
Als Ladekontrolle wurde Ganzzelllysat in Kombinaon mit einem an β-Akn-Ankörper eingesetzt.
Die Inhibierung der EGF-Rezeptor Endozytose wird durch die 4.1.5. 
eukaryotische Nicht-Rezeptor Kinase c-Abl eingeleitet
Kürzlich konnte gezeigt werden, dass die Nicht-Rezeptor Kinase c-Abl die Internalisierung des 
EGF-Rezeptors reguliert (Tanos und Pendergast, 2006). Hierbei inhibiert die Kinase die Rezep-
tor-Endozytose durch die Phosphorylierung des EGF-Rezeptor Tyrosins Y1173. In Infekonen 
mit H. pylori übernimmt c-Abl die Phosphorylierung von CagA nach längeren Infekonsperio-
den, wenn Src inhibiert ist (Poppe et al., 2007;Tammer et al., 2007). Aufgrund des Einflusses 
von c-Abl auf die Endozytose des EGF-Rezeptors und der Interakon von c- Abl mit CagA in 
H. pylori infizierten Zellen wurde die Rolle von c-Abl in der H. pylori vermielten Inhibierung 
der EGF-Rezeptor Endozytose überprü. Hierfür wurde die Liganden-abhängige Formierung 
EGF-Rezeptor halger Vesikel unter dem Einfluss des c-Abl-Inhibitors STI-571 (STI) miels Im-
munofluoreszenz Analyse untersucht (Abb. 4.11). In nicht infizierten Zellen konnte die For-
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mierung EGF-Rezeptor halger Vesikel sowohl in unbehandelten als auch in Inhibitor-be-
handelten Ansätzen beobachtet werden (Abb. 4.11; links). In infizierten Zellen konnte die 
Liganden-abhängige Vesikelformaon nur dann detekert werden, wenn sie vorher mit dem 
c-Abl-Inhibitor behandelt wurden (Abb. 4.11; rechts). Dies zeigt, dass c-Abl tatsächlich in 
die H. pylori induzierte Inhibierung der EGF-Rezeptor Endozytose involviert ist und lässt dar-
auf schließen, dass die Kinase den EGF-Rezeptor in infizierten Zellen eventuell durch eine ge-
zielte Phosphorylierung an seiner Internalisierung hindert.
Abb. 4.11: Immunofluoreszenz-Analyse der Liganden-abhängigen EGF-Rezeptor Endozytose in H. pylori infi-
zierten Zellen nach Behandlung mit dem c-Abl Inhibitor STI.
AGS-Zellen wurden mit P1 (MOI 100) infiziert. Die Inhibitorbehandlung erfolgte 2 h vor der Infekon mit einer STI-Konzen-
traon von 10 μM. 20 h nach der Infekon wurden infizierte (P1) und nicht infizierte (NI) Zellen 5 min mit 100 ng/ml EGF 
smuliert. Die Proben wurden mit einem an EGFR-Ankörper gefärbt (grün). Die Formierung früher, EGFR-halger Endo-
somen ist mit Pfeilen markiert.
Die Auswirkungen des c-Abl Inhibitors wurden auch miels FACS-Analyse untersucht, um 
die mikroskopischen Daten zu bestägen. Im Gegensatz zu infizierten, unbehandelten Zellen 
zeigten infizierte Zellen, die vorher mit dem Inhibitor behandelt wurden, keine Erhöhung der 
EGF-Rezeptor Oberflächenexposion. Die FACS-Daten demonstrieren demnach nochmals, 
dass die CagA abhängige Hochregulaon der EGF-Rezeptor Oberflächenexpression auf H. py-
lori infizierten Zellen von c-Abl reguliert wird (Abb. 4.12).
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Abb. 4.12: FACS-Analyse der EGF-Rezeptor Oberflächenexposion von H. pylori infizierten Zellen nach STI Be-
handlung.
AGS-Zellen wurden mit P1 (MOI 100) infiziert. 2 h vor der Infekon wurden die Zellen mit 10 μM STI inkubiert. Infizierte 
(P1) und nicht infizierte (NI) Zellen wurden 20 h nach der Infekon wie in Abb. 4.4 mit einem an EGFR-Ankörper oder der 
Isotypenkontrolle gefärbt und per FACS analysiert. Links: Säulendiagramm mit prozentualer EGFR-Oberflächenexposion. 
Rechts: Histogramm Fluoreszenzintensitäten der EGFR-Oberflächenexposion auf den entsprechenden Zellpopulaonen. 
Die Standardabweichung wurde anhand von drei unabhängigen Experimenten ermielt.
Kinase-Inhibitoren können unspezifisch auch andere Kinase hemmen. Auch für den c-Abl In-
hibitor STI konnte bereits gezeigt werden, dass er zusätzlich die Akvität des PDGF-Rezeptors 
(Platelet-derived growth factor) und des Zytokin-Rezeptors c-Kit beeinflussen kann (Carroll et 
al., 1997;Heinrich et al., 2000;Nurmio et al., 2008).
Deshalb sollte der Einfluss von c-Abl auf die EGF-Rezeptor Oberflächenexposion infizier-
ter Zellen unter Bedingungen untersucht werden, in denen nur die Funkon von c-Abl ge-
zielt inhibiert wird. Hierfür wurde die EGF-Rezeptor Oberflächenpopulaon infizierter Zellen 
miels FACS analysiert, die zuvor mit siRNA Molekülen transfiziert wurden, die die Protein-
expression von c-Abl gezielt unterdrücken (Abb. 4.13). Unspezifische Transfekonseffekte 
wurden durch den Einsatz von Luciferase spezifischen siRNA Molekülen in einem Kontrollan-
satz ausgeschlossen.
Tatsächlich zeigten infizierten Zellen in denen c-Abl auf Proteinebene nicht mehr per Im-
munoblot detekerbar war, einen Rückgang der erhöhten EGF-Rezeptorpopulaon auf der 
Oberfläche infizierter Zellen (Abb. 4.13A&B). Die Kontrollansätze zeigten hingegen eine 
starke Erhöhung der EGF-Rezeptor Oberflächenexpression, womit die Ergebnisse des Experi-
ments mit Inhibitor-behandelten Zellen bestägt werden konnten.
Demzufolge konnte in diesem Abschni gezeigt werden, dass die Endozytose des EGF-Re-
zeptors in H. pylori infizierten Zellen wieder hergestellt werden kann, wenn c-Abl entwe-
der durch Inhibitor-Behandlung inakviert wird oder durch siRNA Transfekonen inhibiert 
wird. Demzufolge konnte die Nicht-Rezeptor Kinase c-Abl hier tatsächlich als ein Schlüssel-
faktor für die H. pylori vermielte Blockade der EGF-Rezeptor Internalisierung idenfiziert 
werden.
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Abb. 4.13: FACS-Analyse der EGF-Rezeptor Oberflächenexposion von H. pylori infizierten Zellen nach 
siRNA Transfekon.
A) AGS-Zellen wurden drei Tage vor der Infekon mit Luciferase und c-Abl spezifischen siRNAs transfiziert. Die Zellen wur-
den mit P1 (MOI 100) infiziert. 20 h nach der Infekon wurden die infizierten (P1) und nicht infizierten (NI) Zellen geerntet 
und mit einem an EGFR-Ankörper oder der Isotypenkontrolle gefärbt. Links: Säulendiagramm zeigt prozentuale Rezep-
tor-Oberflächenexposionen. Rechts: Histogramm illustriert Fluoreszenzintensitäten der EGFR-Oberflächenexposion auf 
den entsprechenden Zellpopulaonen. Die Standardabweichung wurde anhand von drei unabhängigen Experimenten er-
mielt. B) Immunoblotanalyse siRNA transfizierter Zellen drei Tage nach der Transfekon. Zellen wurden mit siRNAs  gegen 
Luciferase oder c-Abl transfiziert. Zelllysate wurden mit einem an c-Abl-Ankörper analysiert. Die Ladekontrolle erfolgte 
mit einem an β-Tubulin-Ankörper.
c-Abl inhibiert die EGF-Rezeptor Endozytose durch eine Phos-4.1.6. 
phorylierung des EGF-Rezeptor Tyrosins Y1173
Da c-Abl die EGF-Rezeptor Endozytose über eine Phosphorylierung des EGF-Rezeptor Tyro-
sins Y1173 blockieren kann, wurde die Rolle dieses Tyrosins in der c-Abl abhängigen Endozy-
tose-Inhibierung H. pylori infizierter Zellen näher untersucht (Tanos und Pendergast, 2006). 
Für die Analyse wurden Zellen mit einer plasmidkodierten EGF-Rezeptor Mutante transfiziert 
und miels FACS analysiert (Abb. 4.14A). Die Mutante trägt eine Aminosäuresubstuon, 
in der das EGF-Rezeptor Tyrosin Y1173 durch Phenylalanin ersetzt wurde (EGFR Y1173F). 
Dadurch kann die Mutante an dieser Stelle nicht mehr durch c-Abl phosphoryliert werden. 
Um unspezifische Internalisierungseffekte zu vermeiden, wurde die Expression des endogen 
kodierten EGF-Rezeptors durch eine siRNA vermielte Runterregulaon des Proteins inhi-
biert. Als Kontrolle wurde ein Plasmid eingesetzt, welches für das EGF-Rezeptor Wildtypgen 
kodiert (EGFR WT). Sowohl die verringerte Proteinexpression als auch die Überexpression 
der Konstrukte EGFR Y1173F (MUT) und EGFR WT (WT) wurden miels Immunoblotanaly-
se überprü (Abb. 4.14B). Nach der Transfekon wurden die Zellen 20 h mit P1 infiziert 
und für die FACS-Analyse wie in Abb. 4.4 gefärbt. Zellen die mit der EGF-Rezeptor Mutante 
transfiziert wurden zeigten im Gegensatz zu Wildtyp-transfizierten Zellen eine Verringerung 
der H. pylori induzierten EGF-Rezeptor Hochregulaon auf der Zelloberfläche (Abb. 4.14A). 
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Da diese Aminosäureposion die Zielphosphorylierungstelle von c-Abl ist, liegt die Vermu-
tung nahe, dass die c-Abl abhängige Blockade der EGF-Rezeptor Internalisierung in infizier-
ten Zellen über die Phosphorylierung des EGF-Rezeptor Tyrosinrests Y1173 verläu.
Abb. 4.14: FACS-Analyse der EGF-Rezeptor Oberflä-
chenexposion von H. pylori infizierten Zellen nach der 
Transfekon von siRNA Molekülen und EGF-Rezeptor 
kodiernden Plasmiden.
AGS-Zellen wurden mit EGFR spezifischer siRNA Molekü-
len transfiziert. 48 h nach der Transfekon wurden die Zellen 
mit Plasmiden transfiziert, die entweder für das EGFR-Wild-
typgen (EGFR WT) oder für die EGFR-Mutante (EGFR Y1173F) 
kodieren. 24 h nach der Transfekon wurden die Zellen 20 h 
mit P1 (MOI 100) infiziert. A) Infizierte (P1) und nicht infizier-
te (NI) Zellen wurden wie in Abb. 4.4 gefärbt und per FACS 
analysiert. Links: Säulendiagramm zeigt prozentuale Rezeptor-
Oberflächenexposionen der analysierten Zellpopulaonen. Rechts: Histogramm illustriert Fluoreszenzintensitäten der EG-
FR-Oberflächenexposion auf den entsprechenden Zellpopulaonen. Die Standardabweichung wurde anhand von drei un-
abhängigen Experimenten ermielt. B) Immunoblotanalyse transfizierter Zellen. Die Zellen wurden wie in A transfiziert. Die 
Analyse der Proteinexpression von endogenem und exogenem EGF-Rezeptor erfolgte miels Immunoblot. Hierfür wurde 
ein an EGFR-Ankörper eingesetzt. Die Ladekontrolle wurde mit einem an β-Akn-Ankörper durchgeführt.
Als nächstes sollte der Phosphorylierungs-Status des EGF-Rezeptor Tyrosins Y1173 unter Ver-
wendung eines Phospho-spezifischen Ankörpers untersucht werden. Hierbei sollte auch 
der Einfluss von transloziertem CagA untersucht werden. Deshalb wurden die Zellen mit P1 
oder den isogenen Deleonsmutanten P1ΔcagA und P1ΔvirB11 infiziert. P1ΔvirB11 expri-
miert kein funkonales T4SS und kann demnach kein CagA translozieren.
Da die c-Abl abhängige Phosphorylierung des EGF-Rezeptor Tyrosins Y1173 durch die Smu-
laon mit EGF induziert wird, wurden die Zellen 20 h nach der Infekon 0, 5 und 90 min mit 
EGF smuliert. Der EGF-Rezeptor Phosphorylierungs-Status des Tyrosins Y1173 wurde mit-
tels Immunoblot überprü.
Die EGF abhängige Phosphorylierung des Tyrosins ist in nicht infizierten Zellen und in Zellen, 
die mit den Mutanten infiziert wurden nach 90 min Smulaon nicht mehr zu detekeren. 
Dies lässt sich damit erklären, dass der EGF-Rezeptor zu diesem Zeitpunkt bereits internali-
siert und in den lysosomalen Degradaonsweg eingeleitet wurde. Interessanterweise zeigen 
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mit P1 infizierte AGS Zellen eine verlängerte Phosphorylierung des EGF-Rezeptor Tyrosins 
Y1173, die auch nach 90 min EGF-Smulaon noch detekerbar ist (Abb. 4.15). 
Diese Ergebnisse verdeutlichen nicht nur, dass eine Infekon mit H. pylori den EGF-Rezeptors 
Phosphorylierungs-Status des EGF-Rezeptor an dem Tyrosin Y1173 verändert, sondern de-
monstrieren auch, dass dieser Effekt, genauso wie die Inhibierung der EGF-Rezeptor Endo-
zytose, CagA-abhängig ist. CagA, c-Abl und die Phosphorylierung des EGF-Rezeptor Tyrosins 
Y1173 stehen demnach im direkten Zusammenhang einer H. pylori vermielten Hemmung 
der EGF-Rezeptor Endozytose. 
.
Abb. 4.15: Immunoblotanalyse der Ligan-
den-abhängigen Phosphorylierung des 
EGF-Rezeptor Tyrosins Y1173 in H. pylori 
infizierten Zellen.
Zelllysate wurden per Immunoblot unter Ver-
wendung eines phosphospezifischen an EGFR 
pY1173-Ankörpers untersucht. Für die Lade-
kontrolle wurde ein an β Akn-Ankörper ver-
wendet. AGS-Zellen wurden 20 h mit P1 oder 
den isogenen Deleonsmutanten P1ΔcagA und 
P1Δ virB11 infiziert (MOI 100). Anschließend 
wurden die Ansätze 0, 5 und 90 min mit 100 
ng/ml EGF smuliert.
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Diskussion Ergebnisteil 2-4.2. H. pylori inhibiert die Endozytose 
des EGF-Rezeptors
H. pylori4.2.1.  blockiert gezielt die EGF-Rezeptor Endozytose und 
erhöht so die Oberflächenexposition der Rezeptor-Tyrosinkinase
Interessanterweise wurde in gastrischen Biopsien aus dem Antrum H. pylori infizierter Pa-
enten sowohl eine erhöhte EGF als auch EGF-Rezeptor Expression detekert. Dies lässt dar-
auf schließen, dass es durch Infekonen mit H. pylori zu einer Verstärkung der EGF-Rezeptor 
Signalkaskade kommt, die die Entstehung von Magenkrebs begünsgt (Coyle et al., 1999). 
Dennoch ist der genaue Zusammenhang zwischen H. pylori, EGF-Rezeptor Signaltransduk-
on und Krebsentstehung bis heute nicht vollständig bewiesen, und die Tatsache, dass H. py-
lori auch die Entstehung von Magengeschwüren begünsgt, ist schwer mit einer erhöhten 
Zellproliferaon in Verbindung zu bringen. Magengeschwüre entstehen durch eine gestör-
te Wundheilung, die durch eine inhibierte Zellproliferaon von verletztem Gewebe hervor-
gerufen wird.
Aus diesem Grund sollte in diesem Abschni der Arbeit analysiert werden, ob und wie H. py-
lori den EGF-Rezeptor nach Infekonszeiten von 20 h beeinflusst. Diese Infekonsdauer wur-
de deshalb gewählt, weil es in vitro nicht möglich ist, Infekonen über mehrere Tage oder 
Monate durchzuführen, da die Zellen bei der Verwendung von hohen MOIs nach 24 h bereits 
apoptosch werden.
Interessanterweise konnte hier nicht nur gezeigt werden, dass längere Infekonszeiten mit 
H. pylori einen Anseg der EGF-Rezeptor Oberflächenexposion hervorrufen, sondern auch 
welche Mechanismen diesem Effekt zugrunde liegen (Abb. 4.16). Die erhöhte EGF-Rezep-
tor Oberflächenexposion basiert hierbei nicht auf einer erhöhten Proteinexpression, son-
dern auf einer H. pylori induzierten Blockade der EGF-Rezeptor Internalisierung. Diese wird 
durch eine CagA abhängige Akvierung der Kinase c-Abl hervorgerufen. Durch die Akvie-
rung von c-Abl kommt es zu einer verlängerten EGF-Rezeptor Phosphorylierung des Tyrosins 
Y1173, welche die Endozytose des Rezeptors blockiert und so die Menge an EGF-Rezeptor 
Molekülen auf der Oberfläche infizierter Zellen erhöht. Die Tatsache, dass die verlänger-
te EGF-Rezeptor Phosphorylierung des Tyrosins Y1173 erst nach EGF-Smulaon induziert 
wird, obwohl c-Abl akviert ist, erklärt sich dadurch, dass der EGF-Rezeptor erst durch die 
Smulaon Homo-bzw. Heterodimere bildet, die phosphoryliert werden können.
Bisher standen Erhöhungen der Rezeptorexposion auf der Oberfläche H. pylori infizierter 
Zellen immer in einem Zusammenhang mit einer erhöhten Proteinexpression. So konnte bei-
spielsweise gezeigt werden, dass das in Leukozyten und Endothelzellen exprimierte Adhäsi-
onsmolekül ICAM-1 (Intracellular Adhesion Molecule 1) auf der Oberfläche von Makropha-
gen-ähnlichen Zellen hochreguliert wird. Dieser Effekt wird durch das T4SS eingeleitet und 
basiert auf einer erhöhten Proteinexpression (Moese et al., 2002). Die Daten der vorliegen-
den Arbeit demonstrieren den ersten endozytoschen Mechanismus, durch den H. pylori 
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eine Erhöhung der Rezeptorpopulaon auf der Oberfläche infizierter Zellen induzieren kann, 
ohne die Proteinexpression zu erhöhen. Ob auf diese Art und Weise auch für das Pathogen 
wichge Adhäsine auf der Oberfläche von Wirtzellen hochreguliert werden, ist Gegenstand 
nachfolgender Untersuchungen.
Der Effektor CagA - das multifaktorielle Adapterprotein von 4.2.2. 
H. pylori
Die Beobachtung, dass der bakterielle Virulenzfaktor CagA in diesen Mechanismus invol-
viert ist, erweitert das Verständnis von CagA und seiner Bedeutung innerhalb des Infekons-
prozesses. Bisher ging man davon aus, dass CagA die Eigenschaen von Adapterproteinen 
nachahmt um die Signale von akvierten Rezeptor-Tyrosinkinasen weiterzuleiten. Dadurch 
steuert CagA proliferave Vorgänge, Adhäsion und zytoskeletale Veränderungen des Epithels 
(Amieva und El Omar, 2008). Auch in dieser Studie kann CagA eine Verbindung zu einer Re-
zeptor-Tyrosinkinase nachgewiesen werden, die wichge Prozesse wie Zellteilung reguliert. 
Demzufolge unterstützen die Daten die Hypothese, dass die Haupunkon von CagA in der 
Wirtszelle, die Manipulaon von Signaltransdukonswegen ist und erweitern das Bild CagA 
abhängiger Prozesse in H. pylori infizierten Zellen.
Interessant ist auch, dass der Effekt unabhängig von der Phosphorylierung des Effektors auf-
tri. Dies deutet darauf hin, dass die von c-Abl vermielte Phosphorylierung von CagA in 
der späten Infekonsphase hier nicht von Bedeutung ist, obwohl beide Proteine in die Erhö-
hung der EGF-Rezeptor Oberflächenexposion involviert sind. Dass CagA c-Abl Phosphory-
lierungs-unabhängig akvieren kann spricht dafür, dass die kürzlich publizierte Interakon 
beider Proteine ebenfalls Phosphorylierungs-unabhängig ist, obwohl in dem Komplex phos-
phoryliertes CagA zu finden ist (Tammer et al., 2007). Darüber hinaus könnten aber auch an-
dere Mechanismen für die Akvierung von c-Abl in Frage kommen. Eine CagA abhängige 
Akvierung einer c-Abl-akvierenden Kinase oder eine CagA induzierte Konformaonsände-
rung von c-Abl könnten hier diskuert werden (Smith und Mayer, 2002).
Die Zusammenhänge zwischen Rezeptor-Endozytose und Ubi-4.2.3. 
qitinylierung
Die Tatsache, dass die Degradierung des EGF-Rezeptors in infizierten Zellen blockiert ist, 
könnte damit zusammen hängen, dass der EGF-Rezeptor nicht internalisiert werden kann 
und deshalb den lysosomalen Abbauweg nicht erreicht. Die inhibierte Degradaon könn-
te aber auch auf eine gestörte Ubiquinylierung zurückgeführt werden, die normalerwei-
se durch die Ubiquin-Ligase Cbl vermielt wird. Nicht-internalisierende EGF-Rezeptoren 
zeigen häufig eine gestörte Interakon mit dem Cbl Adapterprotein, was schließlich zu ei-
ner Blockierung der Rezeptor-Degradierung führt (Ceresa und Schmid, 2000;Huang et al., 
2006;Levkowitz et al., 1999;Marmor und Yarden, 2004). Da eine weitere Studie außerdem 
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zeigen konnte, dass die Akvierung von c-Abl die Akkumulaon von Cbl an der Plasmamem-
bran inhibiert und somit die Rekruerung von Cbl zum EGF-Rezeptor verhindert, ist davon 
auszugehen, dass die fehlende Degradierung tatsächlich auf einer fehlenden Ubiquinylie-
rung basiert (Tanos und Pendergast, 2006). Dies könnte wiederum zur Folge haben, dass der 
EGF-Rezeptor nicht mehr internalisiert wird, da die Ubiquinylierung ein wichger Schri für 
die Endozytose des EGF-Rezeptors ist (Sorkin und Goh, 2008;Waterman et al., 2002). Zusam-
menfassend würde das bedeuten, dass eine CagA abhängige Akvierung von c-Abl den EGF-
Rezeptor in infizierten Zellen phosphoryliert und dadurch die Rekruerung von Cbl verhin-
dert. Dies führt schließlich zu einer Inhibierung der EGF-Rezeptor Endozytose und blockiert 
so ebenfalls seine Degradierung. Um diese Hypothese zu beweisen, müsste der Ubiquinyl-
ierungsstatus des EGF-Rezeptors in infizierten, unbehandelten Zellen und infizierten, transfi-
zierten Zellen untersucht werden, die die EGFR Y1173F Mutante überexprimieren.
Schlusswort und Modell4.2.4. 
Die Studie liefert das erste Modell (Abb. 4.16) der gezielten Manipulaon einer der wich-
gsten Rezeptor-Tyrosinkinasen, durch H. pylori induzierte Veränderungen endozytoscher 
Prozesse. Außerdem verweist sie auf einen neuen funkonellen Zusammenhang zwischen 
dem bakteriellen Effektor CagA und der Nicht-Rezeptor Kinase c-Abl, der erst nach längeren 
Infekonsperioden zu beobachten ist und über die Phosphorylierung des Effektors und der 
Regulaon der Zellmolität hinausgeht.
Das Entkoppeln des EGF-Rezeptors von seiner Liganden-abhängigen Internalisierung kann 
zur zellulären Transformaon und somit Krebs führen (Marmor und Yarden, 2004;Polo et 
al., 2004). Diese Prozesse werden durch eine erhöhte EGF-Rezeptor Signaltransdukon er-
klärt, die durch große Mengen an EGF-Rezeptormolekülen auf der Zelloberfläche iniiert 
wird und zu einer erhöhten Zellproliferaon führt. Die c-Abl abhängige, verlängerte Phos-
phorylierung des spezifischen EGF-Rezeptor Tyrosins Y1173 und die inhibierte Rezeptor-De-
gradaon, sprechen für eine Verstärkung der EGF-Rezeptor Signaltransdukon in H. pylori 
infizierten Zellen. Dies unterstützt die Hypothese, dass H. pylori das Risiko der Tumorentste-
hung über einer Manipulaon des EGF-Rezeptor Signalwegs erhöht. Ob diese Verstärkung 
aber tatsächlich zutrifft, ist Gegenstand des nächsten Ergebnisteils.
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In nicht infizierten Zellen (NI) 
und Zellen, die mit H. pylori 
Typ II Stämmen infiziert wur-
den, wird der EGF-Rezeptor 
nach der Liganden-Bindung 
durch die rekruerte Ubiqu-
in-Ligase Cbl ubiquinyliert 
(Ubi), internalisiert und in 
den lysosomalen Degrada-
onsweg eingeleitet. H. pylori 
Typ I Stämme, die ein funk-
onstüchges T4SS exprimie-
ren (P1), inhibieren nach 20 
h Infekon die EGFR-Inter-
nalisierung durch die Trans-
lokaon des Effektors CagA. 
CagA interagiert mit c-Abl, 
akviert die Kinase, und da 
Src 20 h nach Infekon CagA 
abhängig inakviert ist über-
nimmt c-Abl die Phospho-
rylierung des Effektors. Ak-
viertes c-Abl verlängert 
wiederum die EGF abhän-
gige Tyrosin-Phosphorylie-
rung des Liganden-gebunde-
nen EGF-Rezeptors an dem 
zytoplasmasch lokalisier-
ten EGFR Tyrosinrest Y1173, 
und induziert damit eine Blockade der EGFR-Endozytose. Auch die Degradierung ist inhibiert, was darauf hindeutet, dass es 
durch die blockierte Internalisierung zu einer fehlenden Ubiquinylierung kommt. Es könnte aber auch sein, dass Cbl durch 
die Phosphorylierung des EGF-Rezeptors nicht rekruert wird und der EGF-Rezeptor deshalb nicht in die Zellen aufgenom-
men werden kann. Der hier beschriebene Mechanismus führt schließlich zu einer erhöhten EGFR-Oberflächenexposion.
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H. pylori4.3.  hemmt die Transaktivierung des EGF-Rezeptors 
durch eine CagA abhängige Aktivierung der Phosphatase SHP-2
H. pylori4.3.1.  inhibiert den EGF abhängigen Wundheilungsprozess 
von infizierten gastrischen Epithelzellen
Das Magenpathogen H. pylori ist sowohl mit der Entstehung von Magentumoren als auch 
Magengeschwüren assoziiert. Im Gegensatz zu Magentumoren, deren Entstehung auf einer 
unkontrollierten Zellproliferaon basiert, entwickeln sich Magengeschwüre durch eine ge-
hemmte Zellproliferaon, die nicht mehr in der Lage ist, Wunden des Epithels zu schließen.
In H. pylori infizierten Paenten wurde sowohl eine erhöhte Expression des EGF-Rezeptor Li-
ganden EGF als auch des EGF-Rezeptors selbst beobachtet (Keates et al., 2007;Schiemann 
et al., 2002). Zusammen mit den Beobachtungen der blockierten EGF-Rezeptor Endozytose, 
unterstützen diese Ergebnisse die Hypothese, dass H. pylori in infiziertem humanem Mage-
nepithel eine verstärkte Zellproliferaon induziert und so die Entstehung von Magenkrebs 
begünsgt (siehe Ergebnisteil 2). Es ist jedoch nach wie vor unbekannt, welchen Einfluss 
eine H. pylori Infekon auf die EGF-Rezeptor Signaltransdukon nach 20 h Infekon ausübt. 
Außerdem kann man sich bisher nicht erklären, wie es bei einer erhöhten Sekreon von EGF 
trotzdem zu der Entstehung von Magengeschwüren kommen kann. Aus diesem Grund soll-
te hier untersucht werden, welche Auswirkungen eine 20 stündige Infekon auf den EGF ab-
hängigen Wundheilungsprozess und die EGF-Rezeptor Signaltransdukon hat.
Inhibierte Wundheilungsprozesse können im Gegensatz zur langwierigen Tumorentstehung 
experimentell vereinfacht nachgestellt werden. Hierfür werden sogenannte Wundheilungex-
perimente durchgeführt, in denen konfluente Zellschichten durch einen durchgehenden 
Kratzer durchbrochen werden (Verletzung; Wunde). Das Schließen dieser Wunde kann dann 
anschließend mikroskopisch nachverfolgt 
werden (Abb. 4.17). Je langsamer sich die 
Wunde 
Abb. 4.17: Schemasche Darstellung eines Wund-
heilungs-Experiments nach EGF-Behandlung.
Zellen werden in einer Zellkulturschale zu einer kon-
fluenten Zellschicht kulviert. Anschließend wird mit 
einer Pipeenspitze ein Kratzer durch die Schicht ge-
zogen. Da dieser Kratzer die Zellschicht zerstört reprä-
senert er die Wunde. Nach der Zugabe von EGF erfolgt 
die mikroskopische Dokumentaon der Schließung der 
Wunde. Nach einem Zeitraum von 0 min, 8 h und 23 h 
werden Bilder mit einem Lichtmikroskop gemacht. Die 
Bilder werden anschließend analysiert. Hierbei wird die 
Breite der Wunde im Verlauf des Heilungsprozesses in 
Abhängigkeit zu der anfänglichen Wundengröße in Pro-
zent ermielt. Je kleiner die Wunde, desto fortgeschrit-
tener ist der Heilungsprozess.
schließt, desto langsamer schreitet 
der Wundheilungsprozess voran. Je langsa-
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mer der Wundheilungsprozess abläu, desto größer ist die Wahrscheinlichkeit einer Ge-
schwürbildung in verletztem Gewebe.
Um zu analysieren welche Auswirkungen H. pylori auf die Wundheilung ausübt, wurden kon-
fluente AGS Zellen mit dem H. pylori Stamm P1 infiziert (Abb. 4.18). Für das Experiment 
wurde eine MOI von 20 gewählt, da die gesamte Analyse 43 h umfasst und vermieden wer-
den sollte, dass die Zellen durch eine zu starke Infekon apoptosch werden. Nach 20 h wur-
de mit einer Pipeenspitze ein Kratzer (Wunde) durch die zusammenhängende Zellschicht 
gezogen (Abb. 4.18A). Infizierte Zellen und nicht infizierte Zellen wurden nach der Verwun-
dung mit EGF smuliert und über 23 h beobachtet. Um zu überprüfen, ob der EGF abhängi-
ge Wundheilungsprozess in AGS Zellen generell funkoniert, wurde ein Ansatz mit nicht in-
fizierten Zellen nach der Verwundung unsmuliert beobachtet. Null, acht und 23 h nach der 
Verwundung und Smulaon wurden die Ansätze mit einem Mikroskop fotografiert, um die 
Breite der Wunde zu analysieren. Die Bilder wurden mit dem Computer-Programmen Pho-
toshop und Excel ausgewertet. Hiermit konnte die jeweilige Größe der Wunde in Abhängig-
keit (%) zur ursprünglichen Wundengröße ermielt werden, die direkt nach der Verwundung 
vorlag (Abb. 4.18C). 
Abb. 4.18: Wundheilungs-Experiment mit H. pylori infizierten AGS-Zellen.
Die Zellen wurden 20 h mit dem H. pylori Wildtyp-Stamm P1 infiziert (MOI 20). Anschließend wurde die zusammenhän-
gende Zellschicht von infizierten und nicht infizierten (NI) Zellen mit einer weißen Pipeenspitze verwundet, mit 100 ng/
ml EGF smuliert und über 23 h beobachtet. Als Kontrolle wurden auch unsmulierte Zellen analysiert. Die Aufnahmen 
erfolgten mit einem Lichtmikroskop. A) Zellschichten von infizierten und nicht infizierten Zellen vor und nach der Verwun-
dung. 10 fache Vergrößerung. B) Wundheilungsprozess acht und 23 h nach der Verwundung und Smulaon. 4 fache Ver-
größerung C) Quanfizierung der Wundheilung anhand der Breite des Kratzers. Prozentuale Verkleinerung der Wunde in 
Relaon zur Ursprungsbreite der Wunde in den jeweiligen Ansätzen.
Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass nicht infizierte Zellen, die mit EGF smuliert wurden, 
acht Stunden nach der Verwundung einen schnelleren Wundheilungsprozess als unsmu-
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lierte Zellen zeigten. Dieses Ergebnis demonstriert, dass die EGF abhängige Zellprolifera-
on, die zu einer Schließung der Wunde führt, in AGS Zellen prinzipiell funkoniert (Abb. 
4.18B&C). Nach 23 h haen sich die Wunden sowohl bei smulierten als auch bei nicht 
smulierten Zellen, die nicht infiziert wurden, wieder zu einer zusammenhängenden Zell-
schicht geschlossen. Hier konnte demnach ein erfolgreicher Wundheilungsprozess beobach-
tet werden. Im Gegensatz dazu konnte bei infizierten Zellen weder nach acht noch nach 23 h 
eine Schließung der Wunde detekert werden. Demzufolge ist die EGF abhängige Wundhei-
lung in H. pylori infizierten Zellen blockiert.
CagA inhibiert die EGF und HB-EGF vermittelte EGFR-Transak-4.3.2. 
tivierung nach verlängerter Infektionsdauer
Im Gegensatz zu der ursprünglichen Annahme, dass H. pylori die EGF abhängige Zellprolife-
raon erhöht, kann hier gezeigt werden, dass das Pathogen den EGF abhängigen Wundhei-
lungsprozess inhibiert (Abb. 4.18), obwohl die EGF-Rezeptor Oberflächenexposion auf in-
fizierten Zellen nach 20 h erhöht ist (siehe Ergebnisteil 2). Dies lässt vermuten, dass auch 
die EGF-Rezeptor vermielte Signaltransdukon in H. pylori infizierten Zellen nach 20 h In-
fekon nicht mehr funkoniert. Deshalb sollte nun untersucht werden, welche Auswirkun-
gen eine 20 stündige Infekon auf die EGF-Rezeptor Signalkaskade hat. Da für eine erfolg-
reiche Indukon des EGF-Rezeptor Signalwegs zuerst der Rezeptor selbst akviert werden 
muss, wurde hier zunächst die Liganden-vermielte Phosphorylierung des EGF-Rezeptors 
überprü. Hierfür wurden AGS Zellen über einen Zeitraum von 20 h mit dem H. pylori Wild-
typ-Stamm P1 infiziert.
Anschließend wurden die Zellen nach unterschiedlichen Infekonszeitpunkten mit EGF smu-
liert und miels Immunoblot auf EGF-Rezeptor Phosphorylierung überprü (Abb. 4.19A). 
Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass die EGF-Rezeptor Transakvierung in Zellen, die einer 
längeren Infekonsperiode (20 h) ausgesetzt waren, stark inhibiert ist. Außerdem kann be-
obachtet werden, dass auch die Akvierung EGF abhängiger Signalwege blockiert wird, da 
die EGF abhängige Phosphorylierung der beteiligten Signalmoleküle in P1 infizierten Zellen 
nicht mehr zu erkennen ist (Abb. 4.19B; schwarze Pfeile).
Die EGF unabhängige EGF-Rezeptor Transakvierung, die zu früheren Zeitpunkten der In-
fekon auri, ist hier ebenfalls nicht mehr zu sehen (Ashktorab et al., 2007;Wallasch et 
al., 2002). Im Gegensatz dazu ist die EGF vermielte EGF-Rezeptor Phosphorylierung zu frü-
heren Zeitpunkten (0,5 bis 8 h) der Infekon noch klar zu erkennen. Demzufolge kann der 
EGF-Rezeptor hier noch durch EGF akviert werden. Infekonen mit der isogenen Deleons-
mutante P1ΔcagA zeigen, dass auch dieser Effekt auf das bakterielle Effektorprotein CagA zu-
rückzuführen ist, da EGF den EGF-Rezeptor in diesen Ansätzen phosphorylieren kann (Abb. 
4.19B).
Der EGF-Rezeptor kann durch zahlreiche Liganden wie HB-EGF, TGF α (transforming growth 
factor alpha) und Neureguline akviert werden. Aus diesem Grund wurde ebenfalls unter-
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sucht, ob die Behandlung infizierter Zellen mit dem Liganden HB-EGF den gleichen Effekt hat 
(Abb. 4.19C), oder ob sich die Beobachtung nur auf EGF-vermielte Signalprozesse bezieht. 
Der Immunoblot macht deutlich, dass auch der Ligand HB-EGF den EGF-Rezeptor nicht mehr 
akvieren kann. Demzufolge ist die EGF-Rezeptor Inhibierung nicht spezifisch auf EGF ver-
mielte Signalwege reduziert.
Abb. 4.19: Immunoblot-Analyse der EGF-
Rezeptor Transakvierung in H. pylori infi-
zierten AGS-Zellen.
Die Zellen wurden mit dem H. pylori Wildtyp-
Stamm P1 oder P1ΔcagA infiziert (MOI 100). An-
schließend wurden die Proben mit 100 ng/ml 
EGF oder HB-EGF smuliert. Die EGFR-Phospho-
rylierung wurde mit einem an Phosphotyro-
sin-Ankörper analysiert. Die Ladekontrolle wur-
de mit einem an β-Akn-Ankörper ermielt. 
A) Zeitverlaufsanalyse der EGF abhängigen EGFR-
Phosphorylierung nach unterschiedlichen Zeit-
punkten der Infekon. B) 20 h nach Infekon; 
Phosphotyrosin-Muster infizierter und nicht in-
fizierter (NI) Zellen nach EGF Smulaon. Phos-
phorylierungen EGF abhängiger Signalmolekü-
le sind mit schwarzen Pfeilen markiert. C) 20 h 
nach Infekon; Vergleich der EGFR-Phosphorylie-
rung nach EGF und HB-EGF Smulaon.
Die Daten demonstrieren, dass in 
Zellen die über 20 h infiziert wurden, 
nicht nur die Rezeptor-Endozytose 
gehemmt ist, sondern auch die EGF-
Rezeptor Transakvierung. Die durch 
den Endozytose-Block herbeigeführ-
te Verstärkung der EGFR-Oberflächenexposion (Ergebnisteil 2) führt demnach nicht zu 
einer intensivierten EGF-Rezeptor Signalkaskade, was erklärt, warum die EGF abhängige 
Wundheilung in infizierten Zellen blockiert und nicht erhöht ist. 
Die im vorherigen Teil der Arbeit beschriebene verlängerte Phosphorylierung des EGF-Re-
zeptor Tyrosins Y1173 ist in Abb. 4.19 nicht zu erkennen, da in Abb. 4.15 (siehe Seite 62) 
ein spezifischer Phospho-Ankörper verwendet wurde. Im Gegensatz dazu wurde für die 
Analyse der EGF-Rezeptor Transakvierung ein allgemeiner Phosphotyrosin-Ankörper ein-
gesetzt, der - weniger spezifisch - das gesamte Tyrosin-Phosphorylierungsmuster des EGF-
Rezeptors erkennt. 
Um zu überprüfen, ob neben Y1173 auch andere Phosphorylierungsstellen des EGF-Rezep-
tors nicht blockiert sind, wurde das Phosphorylierungsmuster von drei weiteren, wich-
gen EGF-Rezeptor Tyrosinen unter Verwendung spezifischer Phospho-Ankörper untersucht 
(Abb. 4.20). Hierbei handelte es sich um EGFR Y845, EGFR Y992 und EGFR Y1045. Für das 
Experiment wurden AGS Zellen 20 h infiziert und miels Immunoblot analysiert.
Im Gegensatz zum EGF-Rezeptor Tyrosinrest Y1173 zeigte sich in diesem Datensatz eine Inhi-
bierung der Phosphorylierung aller drei untersuchten Aminosäuren. Das Phosphorylierungs-
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muster der drei spezifischen EGF-Rezeptor Tyrosine zeigt demnach das gleiche Muster wie 
die Ergebnisse aus Abb. 4.19. Dies verdeutlicht, dass die EGF-Rezeptor Transakvierung 
in infizierten Zellen inhibiert wird. Nur die Aminsäureposion Y1173 scheint davon selekv 
nicht betroffen zu sein.
Abb. 4.20: Immunoblot-Analyse der EGF-Re-
zeptor Transakvierung an den Tyrosinresten 
EGFR Y845, EGFR Y992 und EGFR Y1045 in H. 
pylori infizierten AGS-Zellen.
Die Zellen wurden 20 h mit P1 infiziert (MOI 100). 
Anschließend wurden die Proben mit 100 ng/ml EGF 
smuliert. Die EGFR-Phosphorylierung wurde mit 
spezifischen an EGFR-Phosphotyrosin Ankörpern 
überprü. Die Ladekontrolle wurde mit einem an 
β-Akn-Ankörper ermielt.
Die inhibierte Rezeptor-Transaktivierung richtet sich gezielt 4.3.3. 
gegen den EGF-Rezeptor
Mit den folgenden Versuchen sollte geklärt werden, ob sich die H. pylori induzierte Hem-
mung der Rezeptor-Transaktvierung auf mehrere Rezeptor-Tyrosinkinasen bezieht oder ob 
es sich hierbei um einen spezifischen Prozess handelt. Hierfür wurde die Transakvierung 
des EGF-Rezeptors mit der des c-Met-Rezeptors verglichen. c-Met wird durch den Liganden 
HGF phosphoryliert und verändert im Gegensatz zum EGF-Rezeptor seine Oberflächen-Ex-
pression während der Infekon nicht (Abb. 4.7; S. 53). Immunopräzipitaonen des EGF-und 
c-Met-Rezeptors aus Zellen, die 20 h mit P1 oder dem isogenen Deleons-Stamm P1ΔcagA 
infiziert wurden, zeigen, dass c-Met im Gegensatz zum EGF-Rezeptor Liganden-abhängig ak-
viert werden kann (Abb. 4.21A&B).1
Die Daten unterstützen demnach die Hypothese, dass die H. pylori induzierte Rezeptor-Inhi-
bierung ein zielgerichteter Prozess zu sein scheint, der sich vorwiegend auf den EGF-Rezep-
tor bezieht.
1 Das Experiment in Abb. 4.21B entstand in Kooperaon mit Sina Bareld, Doktorandin am Max-Planck-
Instut für Infekonsbiologie in der Abteilung Molekulare Biologie
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Abb. 4.21: Immunopräzipitation 
des EGF-und c-Met-Rezeptors von 
H. pylori infizierten AGS-Zellen.
Die Zellen wurden 20 h mit P1 oder 
P1Δ cagA infiziert (MOI 100). Anschlie-
ßend wurden die Proben mit 100 ng/ml 
EGF oder HGF smuliert. Danach wurden 
die Rezeptoren mit entsprechenden An-
körpern präzipiert. Die EGFR-und c-Met 
-Phosphorylierung wurde mit einem an 
Phosphotyrosin-Ankörper überprü. A) 
EGFR-Präzipitaon mit an EGFR-Ankör-
per; Die Ladekontrolle wurde mit einem 
an β-Akn-Ankörper unter dem Ein-
satz des verwendeten Zelllysats ermielt. 
B) c-Met-Präzipitaon mit an c-Met-An-
körper; Die Ladekontrolle wurde mit ei-
nem an c-Met-Ankörper ermielt
Die inhibierte EGF-Rezeptor Transaktivierung hemmt die EGF 4.3.4. 
abhängige Formation und Aktivierung des SHC/Grb2/EGFR-Komplexes
Nach der EGF induzierten Dimerisierung und Transakvierung des EGF-Rezeptors werden die 
Adapterproteine SHC und Grb2 rekruert und bilden zusammen mit dem EGF-Rezeptor ei-
nen Proteinkomplex, der die Internalisierung des Rezeptors einleitet (Abb. 4.22).
Abb. 4.22: Modell der vesikulären Signalkaskade des 
EGFR/SHC/Grb2-Komlexes.
Nach der Bindung von EGF an den EGFR kommt es zur Rezep-
tordimerisierung. Die Dimerisierung induziert die Phospho-
rylierung der zytoplasmaschen Rezeptordomäne (Transak-
vierung). Es kommt zu der Rekruerung und Bindung der 
Adapterproteine Grb2 und SHC. SHC wird phosphoryliert und 
zusammen mit dem EGF-Rezeptor und Grb2 endosomal inter-
nalisiert. Durch Vesikelfusion kommt es zur Bildung sog. mul-
vesicular bodies (MVB), die u.a. Komponenten der ERK1/2 
Signalkaskade enthalten. In diesen Vesikeln werden sowohl 
MEK1/2 und ERK1/2 akviert.
Die EGFR/SHC/Grb2-halgen Vesikel verschmel-
zen zu sog. mulvesicular bodies (MVB) und 
akvieren dort die MEK/ERK-Signalkaskade, 
die ein wichger Bestandteil zahlreicher zellu-
lärer Signaltransdukonswege ist (Burke et al., 
2001;Oksvold et al., 2001). Da der EGF-Rezep-
tor in Zellen, die 20 h mit H. pylori infiziert wur-
den, weder endozyert noch vollständig trans-
akviert wird, sollte untersucht werden, ob die 
EGF vermielte Komplexformaon von EGFR/SHC/Grb2 und die Phosphorylierung (Akvie-
rung) von SHC dennoch induziert werden kann. Für diesen Versuch wurde sowohl Grb2 als 
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auch SHC aus infizierten und EGF-smulierten Zellen immunopräzipiert und miels Immu-
noblotanalyse auf Phosphorylierung und Komplexbildung überprü (Abb. 4.23A).
In nicht infizierten Zellen konnte unter EGF-Zugabe deutlich ein Komplex aus EGFR/SHC/
Grb2 immunopräzipiert werden, in dem sowohl der EGF-Rezeptor als auch die drei SHC-
Isoformen (p66, p52, p46) phosphoryliert vorliegen. Dies war bei infizierten Ansätzen nicht 
möglich. Hier war sowohl die Komplexbildung als auch die Phosphorylierung des EGF-Rezep-
tors und der SHC Isoformen p66, p52 und p46 blockiert. Auch unter Verwendung eines spe-
zifischen SHC Phospho-Ankörpers, der die Phosphorylierung der Tyrosine SHC Y239/240 
erkennt, zeigte sich, dass die EGF vermielte Phosphorylierung aller drei SHC-Isoformen un-
terdrückt wird (Abb. 4.23B). In diesem Experiment wurden auch Infekonen mit der Mutan-
te P1ΔcagA durchgeführt. Die Inhibierung der SHC-Phosphorylierung war in diesen Ansätzen 
nicht unterdrückt, was darauf schließen lässt, dass die Inhibierung der SHC-Phosphorylie-
rung und – Komplexbildung CagA abhängig ist (Abb. 4.23B). 
Abb. 4.23: Immunopräzipitaon von SHC und Grb2 und Phosphorylierung von SHC in H. pylori infizierten Zellen.
AGS Zellen wurden 20 h mit P1 oder PΔcagA (MOI 100) infiziert. Nicht infizierte (NI) und infizierte Zellen wurden anschlie-
ßend mit 100 ng/ml EGF smuliert. Phosphorylierungsnachweis der Präzipitate und Lysate (CagA pY) erfolgte mit einem 
Phosphotyrosin-spezifischen Ankörper. (A) links: Immunopräzipitaon mit einem an SHC-Ankörper; rechts: Immuno-
präzipitaon mit einem an Grb2-Ankörper; B) Phosphorylierungsmuster der SHC-Isoformen mit SHC pY239/240 Ankör-
per. Die Ladekontrolle wurde mit einem an β-Akn-Ankörper ermielt.
Das Ausmaß der Inhibierung ist in Bezug auf die unterschiedlichen SHC Isotypen jedoch un-
terschiedlich stark. Während die Phosphorylierung der Isoformen SHC p66 und SHC p46 in 
Wildtyp infizierten Zellen nicht mehr zu detekeren ist, ist die Phosphorylierung der Isoform 
SHC p52 noch klar zu erkennen. Hier scheint die Signalkaskade nicht vollständig unterbro-
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chen zu werden. Zusammengefasst demonstrieren die Daten, dass CagA nach 20 h Infekon 
durch eine Hemmung der EGF-Rezeptor Transakvierung die EGF-Rezeptor abhängige SHC/
Grb2/EGFR-Signalkaskade blockiert. Dies lässt auch vermuten, dass die ERK1/2 Akvierung 
ebenfalls nicht mehr induziert werden kann. Die Ergebnisse aus Abb. 4.23B zeigen aller-
dings auch, dass die Wirkung von EGF nicht vollständig inhibiert ist.
In 4.3.5. H. pylori infizierten Zellen wird ERK1/2 Signalkaskade trotz 
der inhibierten EGFR/SHC/Grb2-Komplexbildung aktiviert
Aus der Literatur ist bekannt, dass ERK1/2 in der inialen Phase der H. pylori Infekon (15-
30 min) akviert wird (Keates et al., 1999). Welche Auswirkungen eine Infekon von 20 h auf 
ERK1/2 hat wurde bisher jedoch noch nicht untersucht. Da beobachtet wurde, dass sowohl 
die EGF-Rezeptor Transakvierung als auch die EGFR/SHC/Grb2-Komplexbildung inhibiert 
ist, liegt es nahe, dass die ERK1/2 Akvierung nach 20 h Infekon ebenfalls vollständig blo-
ckiert ist. Die ERK1/2 Signalkaskade kontrolliert zentrale zelluläre Prozesse wie Inflamma-
on und Zellproliferaon und sollte deshalb hier überprü werden. Hierfür wurden die Zellen 
unterschiedlich lange infiziert und dann miels Immunoblotanalyse unter Verwendung eines 
spezifischen ERK1/2 Phospho-Ankörpers untersucht (Abb. 4.24A). Hierbei stellte sich he-
raus, dass Zellen, die 30 min infiziert wurden, eine starke ERK1/2 Phosphorylierung zeigten, 
die nach 90 min nicht mehr detekert werden konnte. Zellen die 20 h infiziert wurden, zeig-
ten hingegen erneut eine starke Phosphorylierung von ERK1/2. Die H. pylori induzierte Ak-
vierung von ERK1/2 ist demzufolge in Zellen, die einer verlängerten Infekon unterlagen, 
überraschanderweise nicht blockiert. Das Bakterium induziert sogar eine starke Basalakvie-
rung, ohne dass die Zellen mit EGF smuliert werden müssen.1
Das Ergebnis demonstriert zwar, dass ERK1/2 akviert werden kann, liefert aber keine Aus-
sage darüber, ob die EGF abhängige ERK1/2 Akvierung noch funkonstüchg ist. Die beob-
achtete Akvierung könnte hier durch einen anderen Signaltransdukonsweg iniiert wer-
den. Deshalb sollte ebenfalls untersucht werden, ob ERK1/2 neben der H. pylori induzierten 
Grundakvierung zusätzlich EGF abhängig smuliert werden kann. Hierfür wurden Zellen in-
fiziert und 20 h nach der Infekon für 5 min mit EGF smuliert (Abb. 4.24B). Die Phospho-
rylierung ist zwar schwächer als in nicht infizierten Zellen, aber immer noch klar deteker-
bar. EGF kann demnach trotz des inhibierten EGF-Rezeptors die Kinasen ERK1/2 akvieren, 
was darauf schließen lässt, dass ERK1/2 in infizierten Zellen auf unterschiedlichen Wegen ak-
viert werden kann. Erstens kommt es zu einer H. pylori vermielten, EGF unabhängigen Ba-
salakvierung von ERK1/2 (Abb. 4.24A). Zweitens kann ERK1/2 trotz des inhibierten EGF-
Rezeptors weiterhing durch EGF-Smulaon akviert werden (Abb. 4.24B). Das bekräigt 
die Ergebnisse, die bei der Untersuchung der phosphorylierten SHC-Isoformen gewonnen 
wurden (Abb. 4.23B) und deutet nochmals darauf hin, dass die EGF abhängige Signalkaska-
de in H. pylori infizierten Zellen trotz der Inhibierung des EGF-Rezeptors nicht vollständig blo-
1 Abb. 3.24A entstand in Kooperaon mit Carsten Holland, Doktorand am Max-Planck-Instut für Infek-
onsbiologie in der Abteilung Molekulare Biologie
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ckiert sein kann. Der EGF abhängige Effekt könnte durch einen anderen, noch unbekannten 
Rezeptors ausgelöst werden, der EGF bindet.
Abb. 4.24: Immunoblotanalyse der Phosphorylierung von ERK1/2 und Mek1/2 in H. pylori infizierten AGS-Zellen.
AGS Zellen wurden mit P1 (MOI 100) infiziert. Ladekontrolle: an β-Akn-Ankörper. A) Zelllysate wurden nach der Infek-
on mit einem pERK1/2 Ankörper analysiert. B, C) Nicht infizierte (NI) und infizierte (P1) Zellen wurden jeweils 20 h nach 
der Infekon mit 100 ng/ml EGF smuliert. Die EGF-abhängige Phosphorylierung von ERK1/2 (B) und MEK1/2 (C) wurde 
mit einem pERK1/2-Ankörper bzw. pMEK1/2 Ankörper besmmt. Die Ladekontrollen wurde mit einem an β-Akn-An-
körper ermielt. 
Nach EGF Smulaon phosphoryliert der MEK1/2 Kinase-Komplex ERK1/2 in den MVBs (sie-
he Abb. 4.22). Um zu überprüfen, ob die EGF abhängige ERK1/2 Akvierung in infizierten 
Zellen durch den Kinase-Komplex MEK1/2 eingleitet wird, obwohl die EGFR/SHC/Grb2 Kom-
plexbildung inhibiert ist, wurden infizierte und nicht infizierte Zellen 0, 5, 10 und 30 mit EGF 
smuliert und miels Immunoblot analysiert (Abb. 4.24C). Das Ergebnis zeigt deutlich, dass 
MEK1/2 in infizierten Zellen tatsächlich ebenfalls EGF abhängig akviert werden kann. Dem-
zufolge ist zwar die EGFR/SHC/Grb2 Komplexformaon inhibiert, die EGF induzierte MEK1/2 
Signalkasade funkoniert jedoch weiterhin und muss daher über einen anderen Weg einge-
leitet werden. 
Um die Ergebnisse aus diesem Abschni in einem schnellen Überblick nochmals erfassen zu 
können, ist das daraus konzipierte Modell nochmals in Abb. 4.25 zusammengefasst.
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Abb. 4.25: Modell zur ERK1/2 
Akvierung in H. pylori infi-
zierten Zellen nach 20 h In-
fekon.
In H. pylori infizierten Zellen 
exiseren nach 20 h Infekon 
unterschiedliche Akvierungs-
möglichkeiten für ERK1/2. Ei-
nerseits akviert das Bakterium 
die MAP-Kinasen unabhängig 
davon, ob die Zellen mit Wachs-
tumsfaktoren smuliert wurden 
oder nicht. Andererseits kann 
EKR1/2 EGF abhängig akviert 
werden, obwohl die EGF-Rezep-
tor Signalkaskade blockiert ist. 
Dieser Weg verläu über die Ki-
nasen MEK1/2. Welcher Faktor 
(Rezeptor?) diese Signalkaskade 
induziert ist noch unklar.
Um zu untersuchen, ob die EGF abhängige bzw. EGF unabhängige Akvierung von ERK1/2 in 
H. pylori infizierten Zellen auch zu einer verstärkten Transkripon von ERK1/2 abhängigen 
Genen führt, wurden miels Real-Time PCR drei ERK1/2 abhängige Gene auf ihre mRNA-Ex-
pression überprü: IL-8, Fos und Egr1 (Abb. 4.26). In nicht infizierten Zellen kam es nach 30 
min EGF-Smulaon zu einer starken Indukon aller drei Gene, die danach wieder abnahm 
(Abb. 4.26A). In infizierten Zellen zeigte dich dahingegen ein völlig anderes Expressions-
muster. Hier war die Genexpression von IL-8 bereits durch die Infekon induziert. Außerdem 
seg sie im Vergleich zu nicht infizierten Zellen auch nach 90 min EGF-Smulaon weiterhin 
stark an (Abb. 4.26B). Auch die Expression von Fos und Egr1 war in infizierten Zellen bereits 
EGF abhängig induziert, jedoch in geringerem Ausmaß als IL-8. Im Gegensatz zu IL-8 viel die 
Expression dieser beiden Gene jedoch nach 60 min EGF-Smulaon wieder ab.
Abb.4.26: Real-Time PCR Analyse der Expression von Egr1, Fos und IL-8 in H. pylori infizierten Zellen.
AGS Zellen wurden 20 h mit P1 infiziert (MOI 100). Anschließend wurden die Zellen mit 100 ng/ml EGF smuliert. Nach der 
RNA-Isolaon wurde die Genexpression miels Real me PCR besmmt. Als Normalisierungswert wurde die Expression von 
GAPDH verwendet. Die Standardabweichung wurde anhand von drei unabhängigen Experimenten ermielt. A) Relave Ge-
nexpression in nicht infizierten (NI), smulierten Zellen in Relaon zu nicht infizierten, unsmulierten Zellen. B) Relave Ge-
nexpression von infizierten, smulierten Zellen in Relaon zur Genexpression nichtsmulierter, nicht infizierter Zellen.
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Die Real-Time PCR Ergebnisse veranschaulichen, dass die ERK1/2 induzierte Genexpression 
in infizierten Zellen mit dem vorher beobachteten Akvierungszustand des Kinasekomplexes 
übereinsmmt. Auch hier zeigt sich sowohl eine EGF abhängige als auch eine EGF unabhän-
gige Indukon (Abb. 4.24). H. pylori blockiert demnach die EGFR/SHC/Grb2 vermielte Si-
gnalkaskade, ohne jedoch den EGF abhängigen ERK1/2 Signalweg zu hemmen. Den Expres-
sionsdaten zur Folge ist die EGF induzierte Signaltransdukon, die zu einer EGF-Rezeptor 
unabhängigen Akvierung von ERK1/2 führt, in Richtung IL-8 Expression sogar potenziert. 
Sie bricht auch nach 90 min EGF Smulaon nicht ab.
Der EGF-Rezeptor ist weder an der EGF abhängigen noch an der 4.3.6. 
EGF unabhängigen Akvierung von ERK1/2 in infizierten Zellen beteiligt
Die EGF abhängige Akvierung von ERK1/2 in infizierten Zellen deutet darauf hin, dass der 
EGF induzierte Signaltransdukonsweg trotz der Inhibierung des EGF-Rezeptors nach wie 
vor funkoniert. Dies könnte damit zusammen hängen, dass diese Signalkaskade über das 
nach wie vor phosphorylierbare EGF-Rezeptor Tyrosin Y1173 verläu (siehe Ergebnisteil 
2; Abb. 4.15). Es könnten aber auch andere EGF-Rezeptor Tyrosine eine Rolle spielen, die 
hier noch nicht einzeln überprü wurden. Um zu klären, ob die EGF abhängige Akvierung 
von ERK1/2 durch den EGF-Rezeptor induziert wird, wurden drei stabile AGS Zelllinien kon-
struiert (EGFR-10, 11, 12) die keinen EGF-Rezeptor mehr exprimieren. Hierfür wurden Len-
viren eingesetzt, deren Genom für spezifische shRNA Sequenzen kodiert, die gegen den 
EGF-Rezeptor gerichtet sind. Die Expression der shRNA Sequenzen führt nach Inseron des 
lenviralen Genoms in das eukaryosche Genom, zu einer Hemmung der EGF-Rezeptor Syn-
these. Die verschiedenen Zelllinien unterscheiden sich in den shRNA Sequenzen der inserier-
ten Lenviren. Als Kontrollen wurden Zelllinien mit Lenviren hergestellt, die keine shRNA 
Sequenz (AGS shLeer) oder eine shRNA Sequenz gegen Luciferase (AGS shLuci) exprimieren. 
Die Proteinmenge des EGF-Rezeptors in diesen Zellen wurde miels Immunoblot überprü 
(Abb. 4.27A). In allen drei EGF-Rezeptor Zelllinien konnte eine fast vollständige Inhibierung 
der EGF-Rezeptor Proteinsynthese erzielt werden.
Nun sollte überprü werden, ob ERK1/2 trotz des fehlenden EGF-Rezeptors in infizierten Zel-
len nach wie vor akviert wird. Hierfür wurde die Zelllinie EGFR-10 und die Kontrollzelllinie 
AGS shLuci 20 h mit dem H. pylori Stamm P1 infiziert und anschließend für 5 min mit EGF s-
muliert. Der Akvierungsstatus von ERK1/2 wurde schließlich miels Immunoblot analysiert 
(Abb. 4.27B). Beide Zelllinien zeigten nach der Infekon eine leichte EGF unabhängige Basa-
lakvierung von ERK1/2. Es war aber auch eine EGF abhängige ERK1/2 Akvierung zu sehen. 
Diese war in beiden Zelllinien gleich stark. Das Ergebnis beweist demnach, dass weder die 
EGF abhängige noch EGF unabhängige Akvierung von ERK1/2 EGF-Rezeptor abhängig ist.
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Abb. 4.27: Immunoblotanalyse der EGF 
abhängigen und EGF unabhängigen 
ERK1/2 Akvierung in H. pylori infizierten 
EGFR shRNA Zellen.
A) Analyse der EGFR Proteinexpression in sta-
bilen AGS EGFR shRNA Zelllinien und entspre-
chenden Kontrollen. Die AGS-Zelllinien EG-
FR-10, EGFR-11 und EGFR-12 wurden mit 
Lenviren hergestellt, die komplementäre 
EGFR shRNA Sequenzen tragen. AGS Leer und 
AGS Luci sind Kontrollen, die entweder mit 
Lenviren hergestellt wurden, die keine shRNA 
Sequenz oder eine shRNA Sequenz gegen Lu-
ciferase tragen. Die Analyse erfolgte anhand 
eines an EGFR-Ankörpers. Die Ladekontrol-
le wurde mit einem an β-Akn-Ankörper er-
mielt. B) Die Zelllinie EGFR-10 (AGS shEGFR) 
und die Kontrollzelllinie AGS shLuci wurden 20 h 
mit P1 infiziert (MOI 100) und danach 5 min mit 
100 ng/ml EGF smuliert. Die Proben wurden 
anschließend mit einem an CagA-Ankörper, 
einem an pERK1/2-Ankörper und einem an 
β-Akn-Ankörper analysiert. Letzterer wurde 
für die Ladekontrolle eingesetzt.
Neben der ERK1/2 Kaskade werden auch andere EGF-Rezeptor 4.3.7. 
Signalwege selektiv durch H. pylori manipuliert
Betrachtet man die bisher beschriebenen Resultate, so führen H. pylori Infekonen nach 20 h 
zu einer Inhibierung der EGF-Rezeptor Akvierbarkeit (Abb. 4.19) und blockieren demzufol-
ge auch die Komplexbildung von EGFR/SHC/Grb2 (Abb. 4.23), die eine Voraussetzung für die 
EGF abhängige Akvierung der MAP-Kinasen ERK1/2 ist. Dennoch kann sowohl eine EGF ab-
hängige als auch EGF unabhängige Akvierung von ERK1/2 detekert werden (Abb. 4.24), 
wobei letztere durch H. pylori direkt induziert wird. Es konnte auch gezeigt werden, dass bei-
de Akvierungsvorgänge nicht durch den EGF-Rezeptor vermielt werden (Abb. 4.27). Die-
se Ergebnisse sprechen nicht nur für die Existenz eines weiteren EGF-bindenden Rezeptors, 
der während einer H. pylori Infekon nicht inhibiert wird, sondern demonstrieren auch, dass 
Signaltransdukonskaskaden, die normalerweise durch den EGF-Rezeptor gesteuert wer-
den, trotz der selekven Rezeptor-Inhibierung akv bzw. akvierbar bleiben. Demzufolge 
stellt sich die Frage, ob die H. pylori induzierte Inhibierung der EGF-Rezeptor Transakvie-
rung überhaupt Auswirkungen auf EGF-Rezeptor gesteuerte Signalwege hat. Um diese Fra-
ge zu beantworten, sollten mit folgenden Experimenten weitere EGF-Rezeptor vermielte 
Signaltransdukonswege untersucht werden, zu denen vor allem die EGF abhängige Akvie-
rung der Phosphoinosid-Phospholipase C gamma (PLCγ) und die Akvierung der Proteinki-
nase B α (PKB; AKT) zu zählen sind (siehe Abb. 4.28).
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Abb. 4.28: Modell EGF-Rezeptor ab-
hängiger Signaltransdukonswege.
Nach der Bindung von EGF dimerisiert der 
EGF-Rezeptor und wird durch Phosphory-
lierung an seiner zytoplasmaschen Do-
mäne transakviert. Es kommt zur Rek-
ruerung besmmter Signalmoleküle, zu 
denen sowohl Kinasen wie die PI3K als 
auch Adaptorproteine wie SHC und Grb2 
gehören. Auch die Phospholipase PLCγ 
wird rekruert. Diese Moleküle iniieren 
unterschiedliche Signalkaskaden. PI3K ak-
viert die Kinase AKT, die wiederum zahl-
reiche weitere Substrate phosphoryliert. 
Die Funkon dieses Signalwegs liegt vor 
allem in der Einleitung an-apoptoscher 
Prozesse. PLCγ akviert die Kinase PKC. 
Diese Signalmoleküle kontrollieren so-
wohl die Signalweiterleitung ins Zellinnere als auch die Zellmolität. Die Akvierung von ERK1/2 verläu über SHC und 
Grb2. Durch die Akvierung dieses Signalwegs kommt es zu einer erhöhten Zellproliferaon. Auch die Zelldifferenzierung 
wird durch diesen Weg kontrolliert.
Während PLCγ vor allem die Weiterleitung von Signalen von der Zellmembran ins Zytosol 
kontrolliert, steuert AKT an-apoptosche Prozesse und die Neusynthese von Proteinen.
Für die Analyse wurden AGS Zellen 20 h mit H. pylori infiziert, anschließend für 5 min mit EGF 
smuliert und miels Immunoblot auf den Akvierungszustand und die Akvierbarkeit der 
oben genannten Signalmoleküle untersucht (Abb. 4.29). Hierfür wurden spezifische Phos-
pho-Ankörper für PLCγ und AKT eingesetzt. Auch die Phosphorylierung von AKT Substra-
ten wurde anhand eines spezifischen Ankörper analysiert, der den Akvierungszustand von 
AKT abhängigen Signalmolekülen detekert. Da der H. pylori vermielte Eingriff in die EGF-
Rezeptor Akvierung von dem Effektor CagA abhängt, sollte der Einfluss von CagA in diese 
Vorgänge ebenfalls überprü werden. Deshalb wurden die Zellen zusätzlich mit der isogenen 
Deleonsmutante P1ΔcagA infiziert.
Die Ergebnisse zeigen wie selekv H. pylori die Akvierung EGF-Rezeptor abhängiger Sig-
nalmoleküle beeinflusst und kontrolliert. Es ist klar zu erkennen, dass besmmte Signalmo-
leküle in H. pylori infizierten Zellen tatsächlich inhibiert werden. Hierzu gehört die Kinase 
AKT, welche an zwei Aminosäureposionen (Serin 473; Threonin 308) phosphoryliert wer-
den muss, um vollständig akv zu sein. In nicht infizierten Zellen ist AKT auch in der unsmu-
lierten Probe an beiden Aminosäuren phosphoryliert (Abb. 4.29A). Dies ist charakterissch 
für Krebszellen wie der hier verwendeten humanen Adenokarzinom-Zelllinie AGS. Trotz der 
starken Hintergrundakvierung lässt sich die Phosphorylierung beider Aminosäuren durch 
EGF Smulaon nochmals erhöhen. In P1 infizierten Zellen hingegen ist nicht nur die Basa-
lakvierung von AKT inhibiert, sondern auch die EGF abhängige Phosphorylierung. Hierbei 
lässt sich ein leichter Einfluss des bakteriellen Effektors CagA erkennen, da sich die AKT Phos-
phorylierung in Infekonen mit der isogenen Deleonsmutante P1ΔcagA im Vergleich zu P1 
infizierten Zellen wieder erhöht. Die Akvierung von AKT ist demnach in P1 infizierten Zellen 
sowohl über den EGF induzierten Signalweg als auch in Bezug auf die krebszelltypische Ba-
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salakvierung inhibiert.
Betrachtet man die Akvierungszustände der AKT abhängigen Substrate ergibt sich ein dif-
ferenziertes Bild (Abb. 4.29B). Deutlich wird, dass das Pathogen sowohl die Akvierung 
von Substraten inhibiert, die in nicht infizierten Zellen EGF unabhängig induziert werden 
(grüne und pinke Pfeile), aber auch Substrate inhibiert die EGF abhängig akviert werden 
(schwarzer Pfeil). Diese Veränderungen werden teilweise durch CagA gesteuert (pinke Pfei-
le), können aber auch CagA unabhängig verlaufen (schwarze und grüne Pfeile). Neben den 
inhibitorischen Effekten erkennt man aber auch akvierte Substrate. Genauso wie bei der 
Akvierung von ERK1/2 kommt es hier zu einer EGF abhängigen als auch EGF unabhängigen 
Akvierung von besmmten AKT Substratmolekülen (weiße Pfeile). Dies unterstreicht noch-
mals, dass die EGF vermielte Signaltransdukon trotz des inhibierten EGF-Rezeptors in be-
smmten Richtungen noch funkonstüchg ist. Infekonen mit H. pylori führen demnach zu 
einer selekven Hemmung und Akvierung EGF-Rezeptor abhängiger Signalkaskaden. Au-
ßerdem wird deutlich, dass zahlreiche AKT-Subtrate nicht durch eine EGF abhängige Akvie-
rung von AKT selbst induziert werden, da diese hier gehemmt ist (grüne Pfeile).
Abb. 4.29: Immunoblotanalyse der EGF abhängigen und EGF unabhängigen Akvierung von EGF-Rezeptor in-
duzierten Signalmolekülen in H. pylori infizierten Zellen.
AGS Zellen wurden 20 h mit dem H. pylori Stamm P1 oder der isogenen Deleonsmutante P1ΔcagA infiziert (MOI 100). An-
schließend wurden die Zellen 0 und 5 min mit 100 ng/ml EGF smuliert und miels Immunoblot analysiert. Die Ladekont-
rollen wurden in allen Ansätzen mit einem an β-Akn-Ankörper ermielt. A) Immunoblotanalyse der infizierten (P1 und 
P1ΔcagA) und nicht infizierten (NI) Zellen mit den phosphospezifischen AKT Ankörpern an AKT Ser 473 und AKT Thr 308. 
B) Immunoblotanalyse der Zelllysate mit einem Ankörper, der phosphorylierte AKT Substrate erkennt. Pinke Pfeile markie-
ren Substrate, die in nicht infizierten Zellen EGF unabhängig akviert werden, in infizierten Zellen jedoch CagA abhängig in-
hibiert werden. Grüne Pfeile markieren Substrate, die in nicht infizierten Zellen EGF unabhängig akviert werden und in in-
fizierten Zellen CagA unabhängig inhibiert werden Schwarze Pfeile markieren Substrate, die in nicht infizierten Zellen EGF 
abhängig akviert werden, in infizierten Zellen jedoch CagA unabhängig inhibiert werden. Weiße Pfeile markieren Substra-
te, die in nicht infizierten Zellen EGF abhängig akviert werden und in infizierten Zellen CagA unabhängig akviert sind. C) 
Immunoblotanalyse der Zellen anhand eines phosphospezifischen PLCγ Ankörpers (an PLCγ Tyr783; oberer Bildabschni) 
und eines allgemeinen PLCγ Ankörpers (milerer Bildabschni). In diesem Ansatz wurden die Zellen 0, 5 und 90 min mit 
100 ng/ml EGF smuliert.
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Die Untersuchung der PLCγ Akvierung lieferte wiederum ein völlig anderes Akvierungs-
muster (Abb. 4.29C). Hier zeigte sich in P1 infizierten Zellen eine konstante Akvierung der 
Lipase, deren Akvierungszustand eindeug von CagA abhängt. EGF spielt hierbei keine Rol-
le, da EGF smulierte Zellen keine erhöhte Phosphorylierung von PLCγ zeigten.
Zusammenfassend demonstrieren die Ergebnisse dieser Analyse, dass H. pylori EGF-Rezep-
tor abhängige Signaltransdukonswege sehr spezifisch und kontrolliert beeinflusst, um die-
se in besmmte Richtungen zu lenken. Einerseits werden besmmte Wege blockiert, an-
dererseits werden wiederum besmmte Wege gezielt akviert. Die Manipulaon umfasst 
auf der einen Seite sowohl die Inhibierung des EGF-Rezeptors als auch die Blockierung von 
EGF-Rezeptor Signalmolekülen wie AKT, SHC und Grb2. Auf der anderen Seite induziert das 
Pathogen aber auch die konstante Akvierung von Komponenten des EGF-Rezeptor Signal-
wegs (AKT Substrate, ERK1/2). Die Ergebnisse zeigen auch, dass der bakterielle Virulenzfak-
tor CagA in viele dieser Prozesse involviert ist.
Die Phosphatase SHP-2 vermittelt sowohl die Inaktivierung des 4.3.8. 
EGF-Rezeptors als auch die EGF unabhängige Basalaktivierung von ERK1/2
Während die EGF abhängige Akvierung von EGF-Rezeptor Signalmolekülen wie ERK1/2 sehr 
wahrscheinlich durch einen anderen Rezeptor vermielt wird, könnte die EGF unabhängige 
Basalakvierung von ERK1/2 durch die Akvierung der Phosphatase SHP-2 ausgelöst wer-
den. Diesbezüglich wurde beschrieben, dass sie den MAP-Kinase Signaltransdukonsweg in 
H. pylori infizierten Zellen akviert (Higashi et al., 2002;Tsutsumi et al., 2003). Es konnte auch 
gezeigt werden, dass die Phosphatase CagA abhängig akviert wird, und dass sie den EGF-Re-
zeptor an dem Tyrosinrest Y992 dephosphorylieren kann (Agazie und Hayman, 2003;Higashi 
et al., 2002). SHP-2 könnte demnach nicht nur für die EGF-Rezeptor Dephosphorylierung ver-
antwortlich sein, sondern auch die beobachtete Basalakvierung von ERK1/2 induzieren. Da-
für spricht, dass die vorherige Untersuchung der einzelnen EGF-Rezeptor Tyrosinreste auch 
eine starke Inhibierung der Aminosäureposion Y992 gezeigt hat (siehe Abb. 4.20).
Um die Hypothese zu überprüfen, wurde die Proteinexpression von SHP-2 miels RNA-In-
terferenz reduziert und die EGF-Rezeptor Phosphorylierung in infizierten Zellen überprü. 
Obwohl die Redukon der SHP-2-Expression nur bei 30% lag (Abb. 4.30A) kam es hier im 
Vergleich zu den Kontrollzellen, die mit einer Luciferase-spezifischen siRNA behandelt wur-
den, wieder zu einem Anseg der EGF-Rezeptor Phosphorylierung in infizierten Zellen (Abb. 
4.21&B). Die Daten belegen demnach, dass die Phosphatase SHP-2 tatsächlich an der H. py-
lori vermielten Inhibierung der EGFR-Transakvierung beteiligt ist.
Zusätzlich zeigten infizierte Zellen, die mit der SHP-2 siRNA behandelt wurden, eine stark re-
duzierte Basalakvierung von ERK1/2. SHP-2 ist demnach tatsächlich in die beobachtete Ba-
salakvierung H. pylori infizierter Zellen beteiligt. Im Gegensatz dazu war die EGF abhängige 
Akverung von ERK1/2 in infizierten und SHP-2 siRNA transfizierten Zellen erhöht. Dies un-
terstreicht nochmals, dass SHP-2 an der EGF-Rezeptor Inhibierung beteiligt ist. Durch die er-
Ergebniste i l  3
   82
höhte EGF-Rezeptor Transakvierbarkeit in SHP-2 siRNA behandelten Zellen, kann ERK1/2 
wieder regulär mit EGF über den EGF-Rezeptor induziert werden. Der EGF-Rezeptor unab-
hängige und abhängige Weg wirken hier synergissch und verstärkten die ERK1/2 Antwort. 
Zusammenfassend kann mit diesem Experiment gezeigt werden, dass SHP2 sowohl die Ba-
salakvierung der MAP-Kinasen ERK1/2 iniiert als auch die EGF-Rezeptor Inhibierung in in-
fizierten Zellen hervorru.
Abb. 4.30: Immunoblotanalyse der 
EGF-Rezeptor und ERK1/2 Akvierung 
in SHP-2-siRNA transfizierten Zellen 
nach H. pylori Infekon.
Zellen wurden 48 h vor der Infekon mit siR-
NA gegen SHP-2 oder Luciferase (Luci) trans-
fiziert. 20 h nach der Infekon mit P1 (MOI 
100) wurden die infizierten und nicht infi-
zierten (NI) Zellen mit einem Phosphotyro-
sin-spezifischen und pERK1/2-spezifischen 
Ankörper im Phosphoimager analysiert. 
Die Darstellung der Ladekontrolle erfolgte 
mit einem an β-Akn-Ankörper. Die Stan-
dardabweichungen wurden anhand von 
drei unterschiedlichen Experimenten ermit-
telt. A) Immunoblot; B/C) Quanfizierung 
der Bandenintensitäten von EGFR pY und 
pERK1/2 mit dem AIDA-Imaging Programm.
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Diskussion Ergebnisteil 3 - 4.4. H. pylori inhibiert die EGF-Rezep-
tor Transaktivierung und EGF abhängige Wundheilung
Kurzzeitinfektion 4.4.1. versus Langzeitinfektion - Auswirkungen auf 
die zelluläre Signaltransduktion
Viele Forschungsarbeiten haben sich bisher mit der H. pylori induzierten EGF-Rezeptor Ak-
vierung in der anfänglichen Phase (0-130 min) der Infekon beschäigt. So konnte u.a. beob-
achtet werden, dass der EGF-Rezeptor bereits 45 min nach der Infekon transakviert wird 
(Wallasch et al., 2002). Zusammen mit den Ergebnissen, die gezeigt haben, dass in H. pylori 
infizierten Mägen eine hohe Expression von EGF und HB-EGF detekert werden kann, führ-
te dies zu der Hypothese einer EGF-Rezeptor vermielten Magenkrebsentstehung in infizier-
ten Paenten bekräigen (Dickson et al., 2006;Wong et al., 2001). Denn eine erhöhte EGF-
Rezeptor Signaltransdukon steht mit einer erhöhten Zellproliferaon in Verbindung und ist 
so eng mit der Entstehung von Magenkrebs assoziiert (Yarden und Sliwkowski, 2001).
Da es aber erst nach langjähriger Kolonisierung zu der Entstehung ernsthaer Krankheiten 
kommt, sind Studien, die sich mit dem Akvierungszustand des Rezeptors nach längeren In-
fekonsperioden beschäigen, von großer medizinischer Bedeutung. Erst die Ergebnisse sol-
cher Forschungsansätze können wirklich eine Aussage darüber liefern, ob eine Transak-
vierung des EGF-Rezeptors tatschlich in die Tumorentwicklung involviert ist. Um zumindest 
einen ersten Einblick in die Auswirkungen von längeren Infekonsperioden zu bekommen, 
wurden alle Analysen in diesem Teil der Arbeit erst nach 20 stündiger Infekon mit H. pylo-
ri durchgeführt. Dieser Zeitpunkt entspricht nicht einer Langzeitstudie. Da jedoch nach 20 h 
sowohl der hummingbird Phänotyp als auch die Inhibierung von Src vollständig induziert ist, 
und die Zellen noch nicht in die Apoptose gehen, kann unter Verwendung einer sehr hohen 
MOI von 100 zumindest ansatzweise eine Langzeinfekon in vitro simuliert werden.
Im vorherigen Teil der Arbeit konnte beobachtet werden, dass der EGF-Rezeptor 20 h nach 
der Infekon die Anzahl der EGF-Rezeptor Moleküle auf der Oberfläche infizierter Zellen er-
höht. Deshalb sollte nun untersucht werden, ob es durch die verstärkte Oberflächenexposi-
on zu einer erhöhten Bindung von Liganden an den EGF-Rezeptor kommt, die gleichzeig-
zu einer Verstärkung der Signaltransdukon führt. 
Interessanterweise zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit jedoch, dass die EGF-Rezeptor Trans-
akvierung in Zellen 20 h nach der Infekon stark inhibiert ist. Unter Zugabe von EGF oder 
HB-EGF ist die EGF-Rezeptor Transakvierung in infizierten Zellen nicht mehr induzierbar. Des 
Weitern konnte gezeigt werden, dass die beobachtete Hemmung der EGF-Rezeptor Phospho-
rylierung nicht auf eine verringerte Proteinexpression des EGF-Rezeptors zurückgeführt wer-
den kann, da diese in infizierten Zellen unverändert bleibt (Abb. 4.9; S. 56). Es handelt sich 
hier also um eine gezielte Blockade des EGF-Rezeptor Signalwegs. Demzufolge hat H. pylori 
einen Mechanismus entwickelt, die EGF-Rezeptor Signalkaskade in Zellen, die einer länger-
ten Infekonsperiode unterliegen, selekv zu inhibieren, obwohl die Rezeptoranzahl auf der 
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Zelloberfläche erhöht ist. Interessant wäre hier die Untersuchung von Gewebeschnien in-
fizierter Paenten. Eine immunohistologische Studie mit phosphospezifischen EGF-Rezeptor 
Ankörpern könnte aulären, ob die anfänglich beobachtete Akvierung des EGF-Rezeptors 
nach langen Infekonsperioden noch detekert werden kann. Falls sie nicht mehr detekert 
werden kann, würde dies die Aussage dieser Studie bekräigen und die Untersuchung von 
Zellen nach 20 stündiger Infekon als in vitro Modell für Langzeinfekonen hervorheben.
Die EGF-Rezeptor Inhibierung und ihre Konsequenzen für die 4.4.2. 
Bildung von Magengeschwüren
Hemmung des Wundheilungsprozesses4.4.2.1. 
Die Assoziaon von H. pylori und Magengeschwüren ist ein zentrales Thema in der medizini-
schen Forschung. Bisher konnten einige wissenschaliche Arbeiten zeigen, dass das Bakteri-
um die Reepithelialisierung und somit die Wundheilung sowohl in Mäusen als auch im Zell-
kulturmodell durch die Sekreon des Virulenzfaktors VacA hemmt (Pai et al., 1998;Tabel et 
al., 2003). Außerdem konnte demonstriert werden, dass Paenten nach Magengeschwüro-
peraonen, eine erheblich langsamere Wundheilung zeigten, wenn sie mit H. pylori infiziert 
waren (Kumar und Sinha, 2002). Die Ergebnisse einer anderen Studie führten wiederum zu 
der Erkenntnis, dass eine Eradizierung von H. pylori die Heilung von Geschwüren stark be-
schleunigt (Treiber und Lambert, 1998). Interessanterweise sind diese Daten nicht mit der 
Beobachtung zu vereinbaren, dass infizierte Paenten vermehrt die EGF-Rezeptor Liganden 
EGF und HB-EGF exprimieren. Diese müssten eigentlich eine verbesserte Wundheilung durch 
einer Erhöhung der Zellproliferaon begünsgen (Tabel et al., 2003). Die Aulärung des mo-
lekularen Mechanismus könnte diese Diskrepanz erklären.
Die Inhibierung der EGF-Rezeptor Transakvierung in H. pylori infizierten Zellen liefert die 
erste Erklärung für diesen Effekt. Normalerweise ist die EGF induzierte Zellproliferaon ein 
wichger Schri für die Reepithelialisierung von zerstörtem Gewebe, das beispielsweise 
durch starke inflammatorische Reakonen während der Infekon entsteht (Tarnawski und 
Jones, 1998). Ist die EGF-Rezeptor Signaltransdukon jedoch nicht mehr funkonstüchg, 
hat das erhebliche Auswirkungen auf die Wundheilung und führt so, trotz einer massiven Se-
kreon von Wachstumsfaktoren, zu einem erhöhten Risiko der Magengeschwürbildung, da 
die Wunde nicht mehr geschlossen werden kann (Abb. 4.33). Da die Inokulaon von rekom-
binanten CagA in Mäusen ebenfalls die Heilung von Magengeschwüren stark verringert und 
da die hier beobachtete Inhibierung der EGF-Rezeptor Transakvierung ebenfalls CagA ab-
hängig ist, könnten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit tatsächlich den molekularen Me-
chansimus für diese Beobachtungen beschreiben (Li et al., 1997).
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Erhöhte Säuresekretion4.4.2.2. 
Im Gegensatz zu Paenten, die Magenkrebs haben, der immer mit einer reduzierten Säure-
sekreon (Hydrochloridia) assoziiert ist, ist die Voraussetzung für die Entstehung von Ma-
gengeschwüren ein niedriger pH-Wert des Magenmilieus (Abb. 4.33). Dieser Unterschied 
wird häufig als Ursache dafür diskuert, dass sich die Entstehung von Magengeschwüren 
und Magenkrebs gegenseig ausschließen (Axon et al., 2007). Da der EGF-Rezeptor nicht 
nur in die Steuerung von Zellproliferaon involviert ist sondern auch die Säuresekreon inhi-
biert, könnte sich hier ein weiterer Mechanismus erschließen, mit dem H. pylori die Entste-
hung von Magengeschwüren begünsgen könnte (Bower et al., 1975;Konturek et al., 1984). 
Die Blockade des EGF-Rezeptors könnte den Magen daran hindern gezielt die Säuresekre-
on zu unterbinden und würde so durch diesen zusätzlichen Effekt die Magengeschwürbil-
dung fördern.
Die ERK1/2 Aktivierung in 4.4.3. H. pylori infizierten Zellen liefert 
konkrete Hinweise auf komplexe Kontrollmechansimen der zellulären Sig-
naltransduktion
An dieser Stelle stellt sich automasch die Frage, warum die H. pylori induzierte Hemmung 
des EGF-Rezeptors die Wundheilung von verletztem Gewebe blockieren kann, wenngleich Si-
gnaltransdukonsmoleküle wie ERK1/2, die normalerweise die Proliferaon von Zellen steu-
ern, akviert sind bzw. EGF vermielt akvierbar bleiben. Um dies zu erklären muss, man 
sich die zelluläre Signaltransdukon als ein sehr kompliziertes und vielseiges Netzwerk vor-
stellen, das einer sehr feinen Kontrolle unterliegt. Das gängige Model postuliert, dass ver-
schiedene Liganden besmmte Rezeptor-Tyrosinkinasen akvieren und damit zahlreiche Si-
gnalwege auf einmal einleiten. Diese Vorstellung ist jedoch veraltet und muss in Zukun 
durch gezielte molekulare Analysen erweitert werden.
Vorstellbar ist, dass Zellen unzählige Kontrollmechanismen verwenden, die darüber ent-
scheiden welche der vielen Signalkaskaden eingeleitet werden, wenn eine Rezeptor-Tyrosin-
kinase akviert wird. Das bedeutet, dass die Akvierung von ERK1/2, welche im Immunoblot 
detekert wird, nicht unmielbar bedeutet, dass der Kinasekomplex nach seiner Phosphory-
lierung, augenblicklich alle seine bisher beschriebenen Funkonen erfüllt. Es ist viel realis-
scher, dass es in Abhängigkeit äußerer Einflüsse zu ganz unterschiedlichen zellulären ERK1/2 
gesteuerten Reakonen kommt. Die Wirkung sekreerter Botenstoffe umliegender Zellen 
könnte hierbei beispielsweise eine entscheidende Rolle spielen. Auch durch die Lokalisa-
on der Kinasen in verschiedenen Zellkomparmenten könnten Prozesse dieser Art kontrol-
liert werden.
So wurde bereits beschrieben, dass der EGF-Rezeptor durch die Assoziaon mit SHC und 
Grb2 in sog. Mulvesicular bodies (MVBs) auf Erk1/2 trifft (Abb. 4.22) um die Kinasen dort 
zu akvieren (Oksvold et al., 2001). Dieser Weg der Signalweiterleitung ist in H. pylori infi-
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zierten Zellen jedoch blockiert. Die Tatsache, dass die EGF abhängige Wundheilung in infi-
zierten Zellen ebenfalls nicht mehr funkoniert obwohl ERK1/2 durch EGF akvierbar bleibt, 
spricht dafür, dass genau dieser Weg normalerweise für die Regulaon der EGF abhängigen 
Zellproliferaon verantwortlich ist (Abb. 4.31). Ist der Weg über die Mulvesicular bodies 
blockiert, ist auch die Zellproliferaon gehemmt und die beobachtete ERK1/2 Akvierung in 
H. pylori infizierten Zellen muss demnach eine andere Funkon haben. 
Die RT-PCR Experimente dieser Arbeit lassen darauf schließen, dass diese Funkon von 
ERK1/2 in der Regulaon proinflammatorischer Prozesse zu finden ist. Dies wird dadurch be-
gründet, dass sowohl die basale Akvierung von ERK1/2 als auch die EGF abhängige ERK1/2 
Akvierung zu einer starken Expression des Zytokins IL-8 führt. Diese proinflammatorischer 
Reakon könnte durch die erhöhte Sekreon von EGF in infizierten Paenten potenziert wer-
den und das umliegende Gewebe schädigen (Abb. 4.31). Dies würde bedeuten, dass EGF 
die Geschwürbildung in infiziertem Gewebe sogar eher begünsgt als sie zu hemmen. 
Abb. 4.31: Modell der ERK1/2 ge-
steuerten Signalkaskade in H. py-
lori infizierten Zellen.
Die H. pylori induzierte Hemmung der 
EGF-Rezeptor Transakvierung verhin-
dert, dass der Wachstumsfaktor EGF 
zellproliferatorische Prozesse iniie-
ren kann (rot). Durch die Inhibierung 
der EGFR/SHC/Grb2 Komplexforma-
on gelangt der EGF-Rezeptor nicht in 
MVBs und kann ERK1/2 an dieser Stel-
le nicht akvieren. Dieser Signaltrans-
dukonsweg ist blockiert und führt zu 
einer gestörten Wundheilung. Gleich-
zeig kommt es in infizierten Paenten 
zu einer verstärkten Ausschüung von 
EGF. Dies induziert wiederum eine star-
ke ERK1/2 vermielte proinflammato-
rische Reakon, die durch einen Faktor 
eingeleitet wird, der noch unbekannt 
ist (grün). Diese ERK1/2 Signalkaska-
de schädigt das umliegende Gewebe. 
Durch die inhibierte Wundheilung und 
die proinflammatorische Reakon ist die Wahrscheinlichkeit einer Magengeschwürentstehung sehr hoch.
Welche Faktoren könnten an der EGF vermielten Akvierung von ERK1/2 beteiligt sein?
Hierfür würde beispielweise MEK1/2 in Frage kommen, da gezeigt werden konnte, dass der Kina-
sekomplex nach wie vor EGF abhängig induziert werden kann. Auch das Adaptorprotein p52 SHC 
könnte in dieser Signalkaskade eine Rolle spielen, da auch hier demonstriert werden konnte, dass 
EGF weiterhin eine Phosphorylierung dieser Isoform vermielt. Da das Protein an zahlreichen 
Rezeptor-Tyrosinkinasen bindet, könnte es ebenfalls zu dem noch unbekannten EGF bindenden 
Rezeptor rekruert werden, um so die EGF abhängige ERK1/2 Akvierung einzuleiten und pron-
flammatorische Prozesse zu induzieren. Ein möglicher Rezeptor, der für die Indukon dieser Sig-
nalkaskade in Frage kommt, wäre beispielsweise ein weiteres Mitglied der ErbB-Familie.
D iskuss ion Ergebniste i l  3
87
Die Analyse von weiteren EGF-Rezeptor Signalmolekülen lie-4.4.4. 
fert ein sehr differenziertes Aktivierungsmuster
Neben ERK1/2 sind noch andere Komponenten der EGF-Rezeptor Signalkaskade akviert, 
bzw. EGF abhängig induzierbar. Hierzu gehören z.B. besmmte AKT Substrate und die Phos-
pho-Lipase PLCγ. Es lassen sich aber auch Signalmoleküle finden, die inhibiert sind. Dazu 
zählt überraschenderweise AKT selbst. Die Indukon der akven AKT Substrate muss folglich 
über andere Kinasen verlaufen. Diese komplexen Akvierungszustände machen deutlich, 
dass der EGF-Rezeptor Signaltransdukonsweg durch H. pylori sehr spezifisch manipuliert 
und kontrolliert wird, indem er sowohl die Akvierung als auch die Inhibierung besmmter 
Signalkaskaden einleitet.
Die CagA abhängige konstante Akvierung von PLCγ könnte in die H. pylori induzierte Erhö-
hung der Zellmolität involviert sein (Abb. 4.32), da die Lipase eine wichge Rolle in diesem 
Prozess spielt (Jones und Katan, 2007). CagA interagiert sowohl mit PLCγ als auch mit dem 
HGF-Rezeptor c-Met und c-Met kann wiederum PLCγ akvieren. Da dadurch motogene Pro-
zesse induziert werden, unterstützen die Daten die Vermutung, dass die Lipase für die Zell-
molität verantwortlich ist (Churin et al., 2003). Da außerdem gezeigt werden konnte, dass 
PLCγ auch AKT Substrate akveren kann, könnte die Lipase ebenfalls für die beobachtete Ak-
vierung besmmter AKT Substrate verantwortlich sein (Medina et al., 2004). Letztere könn-
ten an-apoptoschen Prozesse regulieren, die eine Eliminierung entarteter Zellen durch 
den natürlichen Zelltod inhibieren und damit das Krebsrisiko erhöhen. Eine konstante Ak-
vierung von PLCγ trotz fehlender Basalakvierung von c-Met könnte sich mit der Assozia-
on von CagA und dem Rezeptor erklären lassen, durch die PLCγ konnuierlich zu c-Met rek-
ruert wird und so konstant phosphoryliert werden kann (Abb. 4.32).
Der c-Met Rezeptor – Ein Schlüsselfaktor in der 4.4.5. H. pylori asso-
ziierten Krebsentstehung?
In dieser Arbeit konnte auch beobachtet werden, dass der c-Met Rezeptor während einer 
verlängerten H. pylori Infekon, im Gegensatz zum EGF-Rezeptor, funkonstüchg bleibt. Im 
Zusammenhang mit den Daten, dass die Assoziaon von CagA und c-Met zu einer erhöhten 
Invasivität infizierter Zellen führt (Abb. 4.32), ist der c-Met Rezeptor in Bezug auf die H. py-
lori induzierte Krebsentstehung und Tumorprogression von besonderem medizinischem In-
teresse zu sein (Oliveira et al., 2006). Weitere Daten die diese Hypothese unterstützen zei-
gen, dass c-Met häufig an der Entstehung von Magenkrebs und intesnalen Metaplasien 
beteiligt ist (Tang et al., 2004;Wu et al., 1998). Auch die Hemmung des EGF-Rezeptors könn-
te Auswirkungen auf die c-Met Signalkaskade haben. Hier konnte gezeigt werden, dass die 
HB-EGF vermielte Signaltransdukon zu einer Abspaltung der extrazellulären Domäne von 
c-Met führt, wodurch die HGF-vermielte Signalkaskade von c-Met gehemmt wird (Xu und 
Yu, 2007). Eine Hemmung der EGF und HB-EGF abhängigen EGF-Rezeptor Akvierung, könn-
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te demnach auch zu einer verstärkten c-Met Signalkaskade führen, die wiederum das Risiko 
für die Entstehung von Magenkrebs vergrößert. Anhand einer Analyse der Menge an gespal-
tenem c-Met im Überstand von infizierten Zellen nach EGF Smulaon könnte diese Hypo-
these überprü werden. Demzufolge könnte die Hemmung des EGF-Rezeptors einerseits die 
Entstehung von Magengeschwüren begünsgen und andererseits über eine Verstärkung der 
c-Met Signalkaskade die Tumorentstehung unterstützen. Falls das wirklich zutrifft, wäre dies 
das erste Modell, das zeigt, dass der EGF-Rezeptor auch im inakvierten Zustand Krebs ent-
stehen lassen kann.
Abb. 4.32: Modell der veränderten Signaltransdukon in gastrischen Epithelzellen 20 h nach der Infekon mit H. pylori.
Durch die CagA abhängige Rekruerung von PLCγ zu c-Met wird eine erhöhte Zellmolität und Zellinvasion vermielt. Dies 
begünsgt die Metastasierung entarteter Zellen. Gleichzeig werden AKT Substrate durch einen unbekannten Rezeptor ak-
viert, obwohl AKT selbst inhibiert ist. Da AKT in an-apoptosche Prozesse involviert ist, könnte die unkontrollierte Ak-
vierung von AKT Substraten in infizierten Zellen zu einer Hemmung der Apoptose führen und so die Ausbreitung transfor-
mierter Zellen fördern. Das Risiko für die Entstehung von Krebs würde so stark erhöht sein. Der EGF-Rezeptor (EGFR) ist 
inhibiert und die EGF-Rezeptor abhängige Akvierung von ERK1/2 kann nicht mehr induziert werden. Dies begünsgt die 
Entstehung von Geschwüren, da die EGF vermielte Zellproliferaon gehemmt ist. Gleichzeig kommt es aber durch die 
Phosphatase SHP-2 und einen unbekannten EGF bindenden Rezeptor zu einer Akvierung von ERK1/2, die zu einer Erhö-
hung der proinflammatorischen Reakon führt. Dies Schädigt das umliegende Gewebe und begünsgt so ebenfalls die Ent-
stehung von Geschwüren.
Warum blockiert 4.4.6. H. pylori die EGF-Rezeptor Transaktivierung?
Bisher ist noch nicht geklärt, warum H. pylori die Akvierbarkeit des EGF-Rezeptors hemmt. 
Diesbezüglich lassen die Ergebnisse einiger Forschungsarbeiten vermuten, dass die Hem-
mung der EGF-Rezeptor Signalkaskade für das Magenpathogen tatsächlich von großem Nut-
zen sein könnte, da durch die Blockierung des EGF-Rezeptors die Sekreon des β–Defensins 
hBD3 (Humanes beta Defensin 3) inhibiert wird (Abb. 4.33). Hierbei handelt es sich um ein 
epitheliales anmikrobielles Pepd, dass der Bekämpfung von Magenpathogenen dient und 
besonders effekv H. pylori bekämp (Boughan et al., 2006). Das Defensin ist stark in die an-
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mikrobielle Bekämpfung von Gewebe involviert, das durch Geschwürbildung keine schüt-
zende Epidermis mehr besitzt (Sawamura et al., 2005). Mit der gezielten Inhibierung der 
hBD3 Expression durch eine CagA abhängige Blockade des EGF-Rezeptor Signalwegs kann H. 
pylori möglicherweise diesen Abwehrmechanismus des Epithels umgehen.
Der Grund für die beobachtete Hochregulaon der Rezeptoranzahl auf infizierten Zellen 
(Abb. 4.3), könnte darin liegen, dass der EGF-Rezeptor ein Rezeptor für den Virulenzfaktor 
VacA ist (Seto et al., 1998). Die CagA abhängige Hochregulaon des Rezeptors könnte dem-
nach die Aufnahme des vakuolisierenden Effektors begünsgen und so erklären, warum die 
Anwesenheit von CagA so stark mit der Expression des VacA-Genotyps s1/m1 assoziiert ist, 
der eine höhere Virulenz aufweist als andere Genotypen (Atherton et al., 1995;Garner und 
Cover, 1995).
Die CagA abhängige Aktivierung von SHP-2 inhibiert den EGF-4.4.7. 
Rezeptor
Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern nicht nur eine Erklärung für die komplexen Zusammen-
hänge zwischen H. pylori Infekonen und Magengeschwürentstehung, sondern gewähren 
auch mechanissche Einblicke in den entsprechenden molekularen Mechanismus. So konn-
te gezeigt werden, dass die Phosphatase SHP-2 die CagA abhängige Inhibierung des EGF-Re-
zeptors vermielt. SHP-2 gehört wie SHP-1 zu den Phosphotyrosin-Phosphatasen, die eine 
große Rolle in der Regulaon von Rezeptor-Tyrosinkinasen spielen (Grandal und Madhus; 
Neel 2003; Neel 1997). Da SHP-2 den Kinase-Komplex ERK1/2 auch unabhängig von dem 
EGF-Rezeptor abhängigen SHC/Grb2 Komplex akvieren kann, ist die Phosphatase beson-
ders an der posiven Signalweiterleitung beteiligt (Cunnick et al., 2002;Deb et al., 1998). 
Durch die Inhibierung von GAP (GTPase akvierendes Protein), das den ERK1/2 Signalweg 
blockiert, kann SHP-2 eine Verstärkung der ERK1/2 Kaskade induzieren. Die Hemmung die-
ses Proteins verläu hierbei über die Dephosphorylierung des EGF-Rezeptor Tyrosins Y992 
(Agazie und Hayman, 2003). Hier konnte gezeigt werden, dass die bereits bekannte CagA ab-
hängige Akvierung von SHP-2 in Zellen, nicht nur zu der Dephosphorylierung des EGF-Re-
zeptors führt (Abb. 4.33), sondern auch eine konstante, EGF unabhängige Akvierung von 
ERK1/2 hervorru (Higashi et al., 2002).
Schlusswort4.4.8. 
Zusammengefasst liefern die Ergebnisse komplexe Einblicke in pathogeninduzierte Mani-
pulaonen von wirtzellspezifischen Signaltransdukonsprozessen, deren Veränderungen 
schwerwiegende Einflüsse auf die unmielbare Umgebung infizierter Gewebeabschnie ha-
ben können. Basierend auf den Ergebnissen lässt sich ein Modell konstruieren, das den mo-
lekularen Mechanismus der H. pylori vermielten Entstehung von Magengeschwüren durch 
eine SHP-2-abhängige Inhibierung der EGFR-Transakvierung erklärt (Abb. 4.33). Außer-
D iskuss ion Ergebniste i l  3
   90
dem liefert die Arbeit viele Hinweise auf noch unbekannte, regulatorische Mechanism der 
eukaryoschen Signaltransdukon, die durch den Einsatz komplexer pathogeninduzierter 
Smuli sichtbar gemacht werden können. Durch die weitere Aulärung molekularer Details 
von H. pylori gesteuerten Eingriffen in wichge Signaltransdukonswege infizierter Zellen 
sollte es in Zukun möglich sein, die Ursachen für die Entstehung ernsthaer Krankheiten 
wie Magenkrebs und Magengeschwüre besser zu verstehen und efgehende Einblicke in die 
Welt der zellulären Signalweiterleitung zu erhalten.
Abb. 4.33: Modell der H. pylori ver-
mielten Inhibierung der EGF-Re-
zeptor Transakvierung und deren 
Auswirkungen auf die ERK1/2 Sig-
nalkaskade und Geschwürbildung.
In nicht infizierten (NI) Zellen induziert 
die Bindung von EGF an den EGF-Re-
zeptor eine Rekruerung von Grb2 und 
SHC, die zusammen mit dem EGFR ei-
nen Komplex bilden. Dieser Komplex 
akviert ERK1/2 und die EGF abhängi-
ge Zellproliferaon. In H. pylori infizier-
ten Zellen wird die Liganden abhängige 
EGFR Transakvierung durch eine CagA 
abhängige Akvierung von SHP-2 inhi-
biert. Dies führt zu einer Hemmung der 
SHC/Grb2-vermielten Signalkaskade 
und zu einer Blockierung der EGF ver-
mielten Zellproliferaon. Die Akvie-
rung von SHP-2 führt zu einer EGFR un-
abhängigen Akvierung von ERK1/2. 
Zusätzlich kann ERK1/2 durch einen un-
bekannten Faktor auch EGF abhängig 
akviert werden. Auch die Expression 
ERK1/2 induzierter Gene (Fos, Egr1 und 
IL-8) ist weiterhin durch EGF induzier-
bar und verstärkt so die proinflamma-
torische Reakon. Die Inhibierung der 
EGFR Transakvierung führt zu einer 
erhöhten Säuresekreon, zu einer inhi-
bierten hBD3 Expression und Reepithe-
lialisierung und begünsgt so die Ent-
stehung von Geschwüren. Gleichzeig 
akviert CagA dauerha das EGF-Re-
zeptor Substrat PLCγ. Dies könnte der 
Grund für die erhöhte Zellinvasion und 
Zellmolität von H. pylori infizierten Zellen sein. Der Akvierungszustand von AKT-Substraten ist trotz der Inhibierung von 
AKT selbst sehr unterschiedlich. Einerseits kommt es zur Blockierung von AKT Subtraten, andere werden wiederum ak-
viert. Diese Pozesse könnten wiederum anapoptosche Effekte hervorrufen.
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Idenfikaon von bakteriellen NF-5.  κB Effektoren, Typ 
IV Sekreonssystem-Komponenten und Adhäsinen von H. 
pylori durch einen genomweiten bakteriellen Screen
Obwohl das T4SS von H. pylori zu den Hauptvirulenzfaktoren von pathogenen Typ I Stämmen 
gehört, sind seine Funkon und auch seine Struktur noch nicht vollständig geklärt. Entdeckt 
wurde es auf der Suche nach der genomischen Lokalisaon des bakteriellen Effektors CagA 
(Censini et al., 1996). Hierbei stellte sich heraus, dass das CagA-kodierende Gen Teil einer ge-
nomischen Pathogenitätsinsel (cagPAI) ist, deren Gene eine ausgeprägte Homolgie zu den 
Genen des vir Operons des Pflanzenpathogens A. tumefaciens zeigen (siehe Abb. 1.5; S. 
22). Das vir Operon des Pflanzenbakteriums kodiert für einen nadelförmigen Proteinkomplex 
mit dessen Hilfe das Pflanzenpathogen DNA und DNA-assoziierte Proteine in die Wirtszelle 
transloziert. Es repräsenert den Prototyp für bakterielle Typ IV Sekreonssysteme, dessen 
Ursprung in bakteriellen Konjugaonssystemen liegt (Covacci und Rappuoli, 2000).
.
Abb. 5.1: Hypothetischer Aufbau des T4SSs von H. pylori.
Die nadelförmige Proteinstruktur reicht vom Zytoplas-
ma in das extrazelluläre Milieu. Die Energie-liefernden 
Protein-Komplexe wie die ATPase HP0525 sitzen im zy-
toplasmaschen Bereich. Kernkomplex-Proteine wie 
das VirB10-Homolog durchziehen die innere Memb-
ran und das Periplasma. Der Pilus, der aus einer Viel-
zahl von Monomeren wie dem VirB2-Homolog besteht, 
ragen durch die äußere Membran in das extrazellulä-
re Milieu. Dort trifft der Pilus auf die Wirtzellmembran. 
Chaperone wie CagF vermieln die Translokaon von 
Effektoren wie CagA und Pepdoglycan.
 
Anhand der bisher gewonnen Daten 
konnte zwar ein hypothesches Mo-
del des T4SSs entwickelt werden, das in 
seiner Struktur sehr dem nadelförmi-
gen Au
au des T4SSs von A. tumefaci-
ens ähnelt (Abb. 5.1). Betrachtet man 
jedoch elektronenmikroskopische Auf-
nahmen bakterieller Oberflächenstruktu-
ren, wird deutlich, dass diese Strukturen 
viel zu dick sind, um als nadelförmig be-
schrieben werden zu können. Es handelt 
sich hierbei vielmehr um schlaucharge Membranfortsätze (Kwok et al., 2007;Rohde et al., 
2003;Tanaka et al., 2003). Hinzu kommt, dass es zwar Hinweise auf die Existenz eines Pilus-
Proteins gibt (Abb. 5.1), die Daten die dies zeigen sind jedoch nicht überzeugend und ma-
chen deutlich, dass die Erforschung des T4SSs von H. pylori noch nicht abgeschlossen ist (An-
drzejewska et al., 2006).
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Nicht alle Gene der 19 ORFs (open reading frame; Offener Leserahmen) sind für die funko-
nale Integrität des T4SSs von H. pylori von Bedeutung. Proteine wie HP0524 (VirD4 Homolog) 
und CagA selbst haben beispielsweis keinen Einfluss auf die Funkonalität des T4SSs (Sel-
bach et al., 2002b). Dennoch sind die meisten Genprodukte der cagPAI für den Au
au des 
T4SSs absolut essenell (Selbach et al., 2002b).
Chaperone wie das Protein CagF und die ATPase HP0525 sind für eine T4SS vermielte Trans-
lokaon von CagA absolut notwendig (Pas et al., 2007;Savvides et al., 2003). Dennoch liegt 
es nahe, dass noch andere Proteine exiseren, die nicht auf der cagPAI kodiert sind, aber 
für eine volle Funkonalität des T4SSs benögt werden. In diese Kategorie fällt das Prote-
in HP1451, welches die wichge ATPase HP0525 kontrolliert (Hare et al., 2007). Seine Ent-
deckung unterstützt die Theorie, dass noch mehrere bisher unbekannte Proteine dieser Art 
exiseren und unterstreicht die Notwendigkeit, weitere Proteine dieser Kategorie zu iden-
fizieren, um die Möglichkeiten für zielgerichtete anbakterielle Therapieansätze zu vergrö-
ßern.
Die bei H. pylori infizierten Paenten auretende Gastris wird als Hauptverursacher für 
die Entstehung schwerwiegender Krankheiten diskuert. Hervorgerufen wird sie durch eine 
chronische Inflammaon, die einerseits der Bekämpfung der Infekon dient, andererseits 
schwerwiegende mukosale Schäden verursacht. Die chronische Inflammaon wird sowohl 
durch die Adhäsion der Bakterien an das Wirtsepithel als auch durch die Sekreon bakte-
rieller Faktoren wie Urease induziert, die die Expression von proinflammatorischen Zytoki-
nen und Chemokinen wie IL-8 und Gro-α einleiten (Bodger und Crabtree, 1998). Die Expres-
sion dieser Zytokine steht unter der Kontrolle von verschiedenen Transkriponsfaktoren wie 
NF-κB und AP-1. Während die NF-κB-Akvierung in H. pylori infizierten Mäusen T4SS unab-
hängig ist, wird die Akvierung von NF-κB im Menschen hauptsächlich durch das T4SS in-
duziert (Ferrero et al., 2008). Aber auch in menschlichen Zellen konnten T4SS unabhängige 
Signaltransdukonswege entdeckt werden, die zu einer H. pylori induzierten NF-κB Akvie-
rung führen (Abb. 5.2). Während einige Studien zeigen, dass die T4SS unabhängige Ak-
vierung im Menschen nur in monozyschen Zellen zu finden ist (Maeda et al., 2001;Zhao et 
al., 2007), lassen die Ergebnisse anderer Studien darauf schließen, dass der T4SS unabhän-
gige Weg auch in gastrischen Epithelzellen funkoniert (Bauer et al., 2005;Neumann et al., 
2006;Takenaka et al., 2004). Hierbei könnte beispielsweise das bakterielle Membranprotein 
OipA (outer inflammatory protein A) eine große Rolle spielen, das nicht nur die Adhäsion der 
Bakterien sondern auch die Sekreon von IL-8 durch die Akvierung des Transkriponsfak-
tors Stat1 induziert (Yamaoka et al., 2004).
Für die in Monozyten staindende NF-κB Akvierung sind bisher drei bakterielle Virulenz-
faktoren bekannt. Hierzu gehören das Heat shock protein 60 (HSP60), das nur schwach im-
munogene Lipopolysaccharid (LPS) und die sekreerte Urease-Untereinheit B (Gobert et al., 
2004;Takenaka et al., 2004;Yokota et al., 2007;Zhao et al., 2007). Bei den beiden ersten Vi-
rulenzfaktoren verläu die NF-κB Antwort über den Toll like receptor 2 (TLR2), ein nicht-ka-
talyscher Oberflächenrezeptor der bakterielle Angene erkennt und die angeborene Im-
Ergebniste i l  4
93
munantwort iniiert. Die Urease-Untereinheit B induziert die NF-κB-Antwort durch eine 
Bindung an die Membran-gebundene Untereinheit der HLA (humanes Leukozyten Angen) 
Klasse II assoziierten invarianten Pepdkee (CD74), die die Akvität von MHC (Major histo-
compability complex) Klasse II Molekülen auf der Oberfläche von B Lymphozyten und Mak-
rophagen reguliert (Abb. 5.2) (Beswick et al., 2006a).
Bis heute sind nur zwei Effektoren bekannt, die durch das T4SS in die Wirtszelle transloziert 
werden: Pepdoglycan und CagA (Stein et al., 2000;Viala et al., 2004). Pepdoglycan lei-
tet in der Wirtszelle über den intrazellulären Rezeptor Nod1 die Akvierung von NF-κB ein 
(Abb. 5.2) und ist bisher der einzige bekannte translozierte Faktor, der die T4SS vermiel-
te NF-κB Akvierung in humanen Epithelzellen induziert (Viala et al., 2004). Andere bekann-
te Typ IV Sekreonssysteme wie das korrespondierende Modell-T4SS des Pflanzenpathogens 
A. tumefaciens und das T4SS von L. pneumophila transferieren jedoch eine große Anzahl an 
Effektoren in die Wirtszellen. (Backert und Meyer, 2006;Shin und Roy, 2008). Daher ist es 
naheliegend, dass auch bei H. pylori noch weitere Effektoren exiseren, die T4SS vermielt 
transloziert werden. 
Obwohl bis heute nur ein translozierter Faktor idenfiziert werden konnte der NF-κB über 
Nod1 akviert, sind drei weitere Signaltransdukonskaskaden bekannt, die eine T4SS abhän-
gige NF-κB Antwort hervorrufen können. Das T4SS von H. pylori kann NF-κB beispielswei-
se auch über den Protein-Komplex Traf6/MyD88/Tak1 akvieren (Abb. 5.2). Andererseits 
kann die Signalkaskade ebenfalls über den Kinase-Komplex NIK/PAK1 verlaufen (Hirata et al., 
2006;Neumann et al., 2006). Während bekannte Induktoren dieses Signalwegs u.a. das Zyto-
kin Interleukin 1 beta (IL-1β) oder bakterielles LPS sein können, konnte für beide Wege bis-
her jedoch noch kein bakterieller Effektor entdeckt werden, der durch das T4SS von H. pylori 
transloziert wird und diese Signalwege induziert (Abb. 5.2). Darüber hinaus ist nicht aus-
zuschließen, dass noch andere T4SS abhängige Signaltransdukonsprozesse exiseren, die 
noch nicht entdeckt wurden.
Bisher werden H. pylori infizierte Paenten mit einer sog. Tripeltherapie behandelt, die aus 
einem Protonenhemmer und den Anbioka Clarithromycin und Metronidazol besteht. Ne-
ben starken Nebenwirkungen wie Übelkeit und blutenden Schleimhäuten führt diese Be-
handlung leider auch zu der Eradizierung zahlreicher anderer Bakterien im Magen und Darm, 
die für eine funkonierende Verdauung und ein erfolgreiches Immunsystem sehr wichg 
sein können (Helicobacter Konferenz, Helsingoer 2008). Hierzu gehören beispielsweise Lac-
tobacilli. Die Veränderungen der Bakterien-Populaonen sind noch Jahre nach der Behand-
lung nachweisbar und machen deutlich, dass neue zielgerichtetere Therapieansätze entwi-
ckelt werden müssen, um die Infekonen zu bekämpfen.
Um sowohl neue translozierte Effektoren zu entdecken als auch unbekannte T4SS Kompo-
nenten zu idenfizieren, sollte in dieser Arbeit eine Hochdurchsatz-Rastersuche (Screen) ent-
wickelt werden. Da die Akvierung von NF-κB in humanen Epithelzellen T4SS abhängig ist, 
wurde diese Wirtszellantwort für den Screen ausgewählt. Erste Testergebnisse zeigen, dass 
die hier entwickelte Screening-Methode tatsächlich die Möglichkeit bietet die oben genann-
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ten Faktoren durch ihre Verbindung mit der H. pylori induzierten NF-κB Akvierung, zu fin-
den. Zusätzlich können mit diesem Versuchsansatz sogar bakterielle Adhäsine idenfiziert 
werden.
Abb. 5.2: Modell der T4SSs abhängigen 
und T4SS unabhängigen NF-κB Akvie-
rung in H. pylori infizierten Zellen.
Während Typ I Stämme ein funkonstüchges 
T4SS exprimieren, findet man bei Typ II Stäm-
men kein T4SS. Bisher sind sowohl T4SS abhän-
gige als auch T4SS unabhängige Signaltransduk-
onswege bekannt, die zu einer Akvierung von 
NF-κB und der darauf folgenden Expression von 
Zytokinen wie IL-8 führen. Durch die chronische 
Inflammaon wird die Epithelschicht zerstört, 
was nach jahrelanger Infekon zu der Entste-
hung von Magenkrebs oder Magengeschwüren 
führen kann. Während in humanen Monozy-
ten sowohl LPS als auch HSP60 NF-κB über den 
Toll-like Rezeptor 2 (TLR2) akvieren, induziert 
Urease die NF-κB Antwort über den Wirtzellre-
zeptor CD74. In menschlichen Epithelzellen do-
miniert die T4SS abhängige NF-κB Akvierung, 
für die bisher nur ein bakterieller Effektor iden-
fiziert werden konnte: Pepdoglycan. Das Po-
lysaccharid-Pepd wird über den intrazellulären 
Rezeptor Nod1 erkannt. Für alle anderen be-
kannten T4SS abhängigen Signaltransdukons-
wege in Epithelzellen ist der Effektor noch un-
bekannt. Es ist nicht auszuschließen, dass noch 
weitere T4SS abhängige Signaltransdukons-
wege exiseren, deren bakterielle und wirts-
zellspezifische Faktoren noch idenfiziert wer-
den müssen.
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Der erste manuelle Etablierungsschritt für den 5.1. Screen: Auf 
der Suche nach der geeigneten MOI und Infektionszeit
Für den Screen wurde eine stabile Reporterzelllinie humanen gastrischen Ursprungs ver-
wendet, die ein Fusionsprotein exprimiert, welches aus der NF-κB Untereinheit p65 und GFP 
(green fluorescent protein) besteht (siehe Material und Methoden; S. 128). Durch die H. py-
lori induzierte Akvierung von NF-κB wird das Fusionsprotein in den Nukleus transporert 
(Abb. 5.3). Dieses Translokaonsereignis wird mit Hilfe eines automaschen Fluoreszenz-
Mikroskops für jede Zelle in einem Ansatz erfasst und anschließend mit einem entsprechen-
den Computer-Programm quantav ausgewertet (siehe Material und Methoden; S. 128-
129). Als Ergebnis erhält man die Anzahl aller akvierten Zellen pro Ansatz. Zusammen mit 
einer genomumfassenden, Transposon-basierten Mutanten-Bibliothek von H. pylori, soll-
te diese Methode dazu verwendet werden, Mutanten zu idenfizieren, die entweder kei-
ne oder eine veränderte NF-κB Akvierung zeigen. Durch eine anschließende Charakterisie-
rung der entsprechenden Mutanten und der Lokalisaon der jeweiligen Mutaonen können 
dann translozierte bakterielle NF-κB Induktoren, T4SS Komponenten und Adhäsine idenfi-
ziert werden, deren Funkonstüchgkeit einer Voraussetzung für die T4SS induzierte NF-κB 
Antwort darstellt.
Abb. 5.3: Schemasche Darstellung der theoreschen Screening-Strategie.
Die Reporterzelllinie AGS SIB02, die das Fusionsprotein p65-GFP exprimiert, wird mit Einzelklonen einer bakteriellen, Trans-
poson-basierten Mutanten Bibliothek infiziert. Eine Akvierung von NF-κB zeigt sich durch eine nukleare Translokaon des 
Fusionsproteins. Mit der Hilfe eines automaschen Mikroskops und einer Computer-gestützten Analyse wird die Anzahl al-
ler Zellen pro Ansatz ermielt, in denen das Fusionsprotein im Nukleus lokalisiert werden kann. Alle Ansätze, die keine ak-
vierten Zellen zeigen, wurden mit Einzelklonen infiziert, die entweder eine Mutaon im T4SS tragen, oder Mutaonen in 
Adhäsinen und NF-κB Effektoren aufweisen. Diese Mutanten werden als Hits (Treffer) definiert. Alle Ansätze in denen die 
Zellen eine normale NF-κB Antowrt zeigen, sind entweder mit dem Wildtyp-Stamm, oder mit nicht in Frage kommenden 
Mutanten infiziert worden.
Vorherige Analysen mit der Reporterzelllinie AGS SIB02 haben gezeigt, dass die H. pylori in-
duzierte NF-κB Antwort zeitabhängig oszilliert (Bareld et al., in Vorbereitung). Außerdem 
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unterscheiden sich die Akvierungshöhepunkte in Abhängigkeit der verwendeten MOI und 
des verwendeten Stamms voneinander. Da die Mutanten-Bibliothek mit dem H. pylori Stamm 
G27 hergestellt wurde, sollte zunächst getestet werden, welche Infekonszeiten und welche 
MOI die höchste NF-κB Akvierung bzw. die höchste Anzahl an akvierten Zellen zeigen, 
wenn diese mit dem Stamm G27 infiziert werden. Da man für die Idenfikaon von Mutan-
ten, die keine oder nur eine geringfügige Akvierung zeigen, schnell erfassbare Unterschie-
de zur Wildtyp-Akvierung benögt, ist dieser Schri sehr wichg. 
Als Posivkontrolle wurde die isogene Deleonsmutante G27ΔcagE eingesetzt, die kein funk-
onstüchges T4SS exprimiert und demzufolge auch keine NF-κB Akvierung induziert. Als 
Negavkontrolle diente der Wildtyp-Stamm G27. Für das Zeitverlaufsexperiment wurde die 
AGS SIB02 Zelllinie im 96-Well Maßstab ausgesät und mit unterschiedlichen MOIs infiziert. 
Die Zugabe der je nach MOI unterschiedlich verdünnten Bakteriensuspension erfolgte ma-
nuell mit einer 12-Kanal Pipee in einem Zeintervall von 15 min und wurde nach 120 min 
durch die Fixierung mit kaltem Methanol abgestoppt (Abb. 5.4). 
Abb. 5.4: Analyse der geeigneten Infekonszeit und MOI.
AGS SIB02 Zellen wurden im 96-Well-Maßstab ausgesät und mit dem H. pylori Wildtyp-Stamm G27 sowie der isogenen 
Deleonsmutante G27ΔcagE unter Verwendung unterschiedlicher MOIs infiziert. Die Infekon erfolgte in einem Zeinter-
vall von 15 min und wurde nach einer Gesamtzeit von 120 min abgestoppt. Die prozentuale Anzahl akvierter Zellen pro 
Ansatz (Well) wurde mit einem automaschen Fluoreszenz-Mikroskop und einer anschließenden Computeranalyse ermit-
telt (siehe Material und Methoden; S. 128-129). Die Standardabweichung wurde durch die Messung von Triplikaten ermit-
telt.
Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass der H. pylori Stamm G27 einen NF-κB Akvierungshöhe-
punkt nach ca. 45 min Infekon hervorru. Nach 120 min Infekon mit dem H. pylori Stamm 
G27 kann keine Akvierung der Zellen mehr detekert werden, was darauf hindeutet, dass 
nicht nur bakterielle NF-κB Akvatoren sondern auch bakterielle NF-κB Inhibitoren exise-
ren könnten. Infekonen mit der T4SS Mutante G27ΔcagE zeigen hingegen keine Akvie-
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rung. Dies verdeutlicht, dass die verwendete Methode T4SS abhängig und somit für die be-
vorstehende Anwendung geeignet ist. Die Anzahl der NF-κB akvierten Zellen nimmt in den 
Ansätzen, die mit G27 infiziert wurden, proporonal zur verwendeten MOI zu. Während des 
Screens muss demnach mit einer hohen MOI von 100 infiziert werden, damit in allen Kon-
trollansätzen eine möglichst hohe Anzahl an akvierten Zellen erreicht werden kann. An-
hand dieser Ergebnisse konnten sowohl der 45 min als auch der 120 min Zeitpunkt als geeig-
nete Analysezeitpunkte für den Screen festgelegt werden. Mit dieser Strategie besteht die 
Möglicheit einerseits Mutanten zu idenfizieren, die bei 45 min eine verringerte Akvierung 
zeigen. Andererseits können aber auch Mutanten entdeckt werden, die nach 120 min eine 
erhöhte Akvierung induziern. So kann man nicht nur NF-κB-Akvatoren sondern auch NF-
κB-Inhibitoren finden.
Um zu überprüfen, ob sich die Akvierungskurve zu späteren Zeitpunkten nochmals ändert 
wurden in einem weiteren Zeitverlaufsexperiment noch spätere Infekonszeitpunkte unter-
sucht (Abb. 5.5). Hierbei wurden die Akvierungskurven des H. pylori Stamms G27 zusätz-
lich mit denen eines anderen H. pylori Wildtyp-Stamms (P1) verglichen.
Abb. 5.5: Analyse der geeigneten Infekonszeit und MOI.
AGS SIB02 Zellen wurden im 96-Well-Maßstab ausgesät und mit den H. pylori Wildtypstämmen G27 und P1 infiziert (MOI 
100). Die Infekon erfolgte in einem Zeintervall von 15 min und wurde nach einer Gesamtzeit von 180 min abgestoppt. 
Die prozentuale Anzahl akvierter Zellen pro Ansatz (Well) wurde mit einem automaschen Mikroskop und einer anschlie-
ßenden Computeranalyse ermielt (siehe Material und Methoden; S. 128-129). Die Standardabweichung wurde durch die 
Messung von Triplikaten ermielt.
Die Akvierungskurven dieses Experiments zeigen, dass auch der für die Herstellung der 
Mutanten-Bibliothek verwendete H. pylori Stamm G27 eine Oszillaon der NF-κB-Antwort 
zeigt, die nach 90 min Infekon wieder ansteigt. Die maximale Akvierung ist zwar niedri-
ger als innerhalb der ersten 60 min, dennoch ist der erneute Anseg deutlich zu erkennen. 
Die Akvierungskurven beider Stämme unterscheiden sich nicht voneinander. Demzufolge 
ist die Oszillaon demnach kein Stamm-spezifisches Phänomen. Um Mutanten idenfizieren 
Ergebniste i l  4
   98
zu können, die ein verändertes Oszillaonsverhalten zeigen, wurde aufgrund dieses Experi-
ments auch der Infekonszeitpunkt von 180 min als Screening-Analysezeitpunkt festgelegt.
Das Zufallsexperiment: Analyse von zehn zufällig ausge-5.2. 
wählten Einzelklonen der Mutanten-Bibliothek
Vor der Durchführung eines genomweiten Screens ist es wichg, mit der Hilfe eines kleine-
ren Versuchsansatzes die Sensivität und Spezifität der Methode zu charakterisieren. Hier-
für wurden zehn Einzelklone der Transposon-Bibliothek in einem Zeitverlaufsexperiment auf 
ihre Fähigkeit überprü, NF-κB zu akvieren (Abb. 5.6). Für die Analyse wurde die Repor-
terzelllinie AGS SIB02 in 96-Well Plaen ausgesät und mit den jeweiligen Mutanten oder den 
Kontrollen G27 und G27ΔcagE infiziert. Auch hier wurde ein 15 minüges Zeintervall ge-
wählt. Die Infekon wurde nach 120 min Gesamtzeit abgestoppt.
Abb. 5.6: Analyse von zehn zufällig ausgewählten Mutanten der H. pylori Bibliothek.
AGS SIB02 Zellen wurden in 96-Well Plaen ausgesät und mit dem H. pylori Wildtyp-Stamm G27, der Deleonsmutante 
G27ΔcagE oder zehn zufällig ausgewählten Mutanten der H. pylori Transposon-Bibliothek infiziert (MOI 100). Die Infekon 
erfolgte in einem Zeintervall von 15 min und wurde nach einer Gesamtzeit von 120 min abgestoppt. Die prozentuale An-
zahl akvierter Zellen pro Ansatz (Well) wurde mit einem automaschen Mikroskop und einer anschließenden Computer-
analyse ermielt (siehe Material und Methoden; S. 128-129 ). Die Standardabweichung wurde durch die Messung von Tri-
plikaten ermielt.
Einer der zehn zufällig ausgewählten Klone zeigte in allen Zeitpunkten der Infekon keine NF-
κB Akvierung (Klon 2B). Demzufolge trägt dieser Klon eine Mutaon in einem Gen, das für 
die NF-κB Akvierung essenell ist und kann so als ein Hit betrachtet werden. Da schon in-
nerhalb von zehn zufällig ausgewählten Klonen ein Treffer erzielt werden konnte, scheint die 
Methode demzufolge sensiv und spezifisch genug zu sein, um bakterielle Proteine zu fin-
den, die mit der Akvierung von NF-κB in Verbindung stehen.
Anhand einer Sequenzierung des Transposon-Inseronsorts von Klon 2B und einer anschlie-
ßenden Sequenzanalyse konnte das Transposon in dem Gen cagF lokalisiert werden (siehe 
Material und Methoden; S. 130-131). cagF ist eines der Gene der Pathogenitätsinsel cag-
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PAI, die für das T4SS kodiert. Interessanteweise gehört das Protein nicht zu den strukturel-
len Komponenten des T4SSs, sondern kodiert für ein Chaperon-ähnliches Molekül, das nahe 
an dem C-terminalen Sekreonssignal des Effektors CagA bindet und seine T4SS vermiel-
te Translokaon ermöglicht (Pas et al., 2007). Da die Akvierung der AGS SIB02 Zellen je-
doch nicht CagA abhängig ist (Bareld et al., in Vorbereitung) könnte die Idenfizierung die-
ser Mutante darauf schließen lassen, dass ein bisher unbekanntes Effektor-Moleküls durch 
die Hilfe des Chaperons CagF in die Wirtzellen gelangt.
Der Test-5.3. Screen unter Nutzung der automatisierten Robo-
ter-Plattform
Nach der manuellen Etablierung der einzelnen Schrie wurde die Methode auf eine automa-
sierte Screening-Plaorm transferiert und dort opmiert (siehe Material und Methoden; 
S. 131-132; Abb. 6.6). Durch die Durchführung eines kleinen Test-Screens wurde die in Abb. 
6.6 beschriebene Sreening-Methode angewendet und getestet. Hierbei kamen zwei Master-
plaen im 96-Well Format (Familien; siehe Material und Methoden; S. 131-132; Abb. 6.6) 
zum Einsatz, die jeweils achtmal die Kontroll-Stämme Klon 2B (Posivkontrolle) und Klon 1 
(Negavkontrolle) beinhalteten. Hinzu kamen 80 zufällig ausgewählte Klone der Mutanten-
Bibliothek pro Plae. Da insgesamt zwei Masterplaen (Familie I und II) analysiert wurden, 
konnten so 160 Einzelklone der Mutanten-Bibliothek in einem Durchlauf untersucht werden. 
Die Mutanten wurden nach der Analyse mit Hilfe des Z-Scores (Abb.6.7B) als potenelle 
Hits klassifiziert. Dieser gibt an wie stark der Messwert der einzelnen Klone von dem Miel-
wert aller Messwerte eines Durchgangs abweicht (siehe Material und Methoden; S. 134).
Abb. 5.7: Ergebnisse des Test-Screens.
Für den Test-Screen wurden zwei 
Masterplaen im 96-Well Format 
eingesetzt, die jeweils acht Einzelklo-
ne der Kontroll-Stämme Klon 2B und 
Klon 1 enthielten. Hinzu kamen 80 
Einzelklone der Mutanten-Bibliothek 
pro Masterplae. Der Test-Screen 
wurde wie in Abb. 5.6 beschrieben 
mit drei verschiedenen Infekons-
zeitpunkten (45 min, 120 min, 180 
min) durchgeführt. Die Analyse der 
Reporter-Plaen mit dem automa-
schen Mikroskop und die anschlie-
ßende Computeranalyse lieferte so-
wohl die prozentuale Akvierung der 
AGS SIB02 Zelllinie nach Infekon mit 
den Einzelklonen (A), als auch den 
korrespondierenden Z-Score (B). Die 
Standardabweichung wurde durch 
die Messung von Triplikaten ermielt.
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Für Mutanten, die als inhibitorisch eingestu wurden, wurde ein Schwellenwert von -1 ge-
wählt. Bei Mutanten, die in späteren Zeitpunkten eine höhere Akvierung zeigten als die Ne-
gavkontrolle Klon 1, wurde der Schwellenwert bei 0,8 festgelegt. Zusätzlich wurden auch 
die Akvierungsmuster für die Hitdeterminaon verwendet (Abb. 5.7A).
Während zwei Mutanten aus Familie II (G4 und C4) keine Akvierung mehr zeigten, riefen 
drei weitere Mutanten nach 45 min eine reduzierte Akvierung hervor (Familie I_B10; Fami-
lie II_B11 und C6). Alle anderen Mutanten, die als Hits definiert wurden, zeigten in den spä-
teren Infekonszeitpunkten (120 und 180 min) eine höhere Akvierung als die Negavkont-
rolle Klon 1. Insgesamt gingen aus diesem ersten Versuchsansatz 18 Hits hervor (Abb. 5.7), 
die in zwei weiteren Validierungsrunden nochmals überprü wurden (Abb. 5.8 und 5.9).
Abb. 5.8: Erste Validierungsrunde des Test-Screens.
Die 18 Hits der zwei Familien aus der vorhergehenden Screening-Runde wurden mit der gleichen Methode wie in Abb. 6.6 
beschrieben auf ihre Reproduzierbarkeit überprü. Als Kontrollen wurden erneut Klon 2B und Klon 1 eingesetzt. Die Ana-
lyse mit dem automaschen Mikroskop und die Auswertung mit dem Computer-Programm ScanR lieferte die Anzahl der 
aktvierten AGS SIB02 Zellen in Prozent nach Infekon mit den verwendeten Einzelklonen. Die Standardabweichung wurde 
durch die Messung von Triplikaten ermielt.
Für die Validierung wurden die Hits nach ihrer Rekulvierung wie in Abb. 6.6 beschrieben 
bearbeitet. Als Kontrollen wurden erneut Klon 2B und Klon 1 verwendet. Bei der Auswer-
tung der Validierungsrunden wurde kein Z-Score benutzt, da sich der Mielwert aufgrund 
der selekv ausgesuchten Hits verfälscht und der Z-Score deshalb hier für die Klassifizie-
rung der Hits hier ungeeignet ist. Es wurden nur die Akvierungsmuster für die Validierung 
herangezogen. Die Hits wurden in doppelten Ansätzen auf je eine von zwei Masterplaen 
transferiert. So konnte die Standardabweichung berechnet werden. In der ersten Validie-
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rungs-Runde konnten 11 der 18 Hits bestägt werden (Abb. 5.8). Hiervon zeigten die meis-
ten entweder eine leicht erhöhte NF-κB Akvierung zu späteren Zeitpunkten der Infekon 
(Fam I_A2, H5, B11; Fam II_E2, F2, G9) oder ein veränderte Oszillaonsverhalten, das durch 
niedrigere Akvierungswerte nach 120 min deutlich wird (Fam I_C10, E4 und Fam II_C6). 
Die beiden Mutanten C4 und G4 aus Familie II konnten klar als inhibitorische Klone bestägt 
werden. Generell sind die Abweichungen in den Ansätzen, die eine Erhöhung oder ein ver-
ändertes Oszillaonsverhalten zeigen, im Vergleich zu der Negavkontrolle Klon 1 nicht sehr 
groß. Dies lässt vermuten, dass die Wahrscheinlichkeit Proteine zu finden, die in längeren In-
fekonsperioden keine Verringerung der NF-κB Antwort zeigen, ziemlich gering ist. Im Ge-
gensatz dazu, ist die Chance Proteine zu idenfizieren die die NF-κB Akvierung vermieln, 
sehr hoch.
Von den zehn Klonen lieferten vier ein klares Ergebnis bezüglich ihrer Akvierungskurven, 
die stark von denen des Kontroll-Stamms Klon 1 abwichen (Familie I_H5 und E4; Familie II_C4 
und G4). Dennoch wurden acht der zehn bestägten Hits in eine weitere Validierungs-Runde 
überführt, um falsch-negave Ergebnisse auszuschließen (Abb. 5.9).
Abb. 5.9: Zweite Validierungsrunde des Test-Screens.
Acht Hits aus der vorhergehenden Validierungs-Runde wurden mit der gleichen Methode wie in Abb. 6.6 beschrieben 
überprü. Als Kontrollen wurden Klon 2B und Klon 1 eingesetzt. Die prozentuale Anzahl der akvierten AGS SIB02 Zellen 
nach der Infekon mit den verwendeten Einzelklonen wurde mit dem automaschen Mikroskop und dem Computer-Pro-
gramm ScanR ermielt. Die Standardabweichung wurde durch die Messung von Triplikaten ermielt.
Hierbei zeigte sich, dass drei Hits der vorherigen Validierungsrunde nochmals bestägt wer-
den konnten (Klon H5, Klon C4 und Klon G4). Die abweichenden Ergebnisse zwischen der ers-
ten und den darauf folgenden Runden unterstreicht die Wichgkeit der Screen-Validierung, 
die es ermöglicht falsch-posive Ergebnisse effekv auszuschließen. Die Schwankungen sind 
für sensible biologische Systeme zu erwarten in denen zwei Parameter (Wirtszelle; Bakteri-
um) aufeinander abgesmmt werden müssen. Sie können u.a. darauf zurückgeführt werden, 
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dass die Akvierungsmuster sehr stark von der bakteriellen Fitness abhängen. Durch das 
mehrfache Passagieren der Bakterien während den Validierungsrunden können sich diese 
verändern und die vorherigen Ergebnisse verfälschen. Zusammenfassend konnten von 160 
eingesetzten Einzelklonen drei Mutanten als Hits idenfiziert werden.
Die Sequenzierung des Transposon-Lokus der Klone C4 und G4 ergab, dass es sich hierbei um 
Mutanten handelt, bei denen das Transposon in dem Gen cag7 lokalisiert ist. cag7 kodiert 
für eine ATPase, die essenell für die Integrität des T4SSs ist. Die Mutanten sind nicht iden-
sch, da sich der Inseronsort der Transposons unterscheidet. Während das Transposon in 
der Mutante G4 am 5` Ende des Gens sitzt, inserierte es bei der Mutante C4 in der Mie des 
Gens. Die Mutante Klon H5, die zu späteren Infekonszeitpunkten immer ein leicht höheres 
Akvierungsmuster als die Posivkontrollen zeigte, trägt ihre Mutaon in dem Gen eines hy-
potheschen Proteins, für das es noch keine funkonalen Analysen gibt. Die Sequenz zeigt 
Homologien zu einer Phosphat N-Acetylglucosaminyltransferase.
Der 5.4. Screen
Der Haupt-Screen wurde mit 2640 Einzelklonen der Mutanten-Bibliothek durchgeführt. Da 
aufgrund der semiautomaschen Durchführung nicht alle Klone zeitgleich bearbeitet wer-
den können, wurden drei unabhängige Screening-Runden durchgeführt. Die erste Runde 
umfasste zehn Familien, die zweite und die drie Runde wurden mit jeweils 11 Familien 
durchgeführt.
Pro Familie wurden jeweils acht Einzelklone der Kontroll-Stämme Klon 2B (Posivkontrolle), 
Klon 1 und G27 (Negavkontrollen) eingesetzt. Die Screening-Runden wurden wie in Abb. 
6.6 beschrieben durchgeführt und analysiert. Die Tabellen wurden anschließend mit dem 
Stask-Programm „R“ weiter verarbeitet, das die Akvierungsdiagramme (Abb. 5.10A), 
die Z-Scorediagrame (Abb. 5.10B) und die farblich kodierte Akvierungsverteilung der je-
weiligen 96-Well Plaen (Abb. 5.10C) erstellt. So erhält man einen schnellen Überblick 
über die Screening-Ergebnisse. In Abb. 5.10 sind die Resultate einer repräsentaven Plat-
te dargestellt.
Das Z-Score Diagramm verdeutlicht, dass insgesamt fünf inhibitorische Mutanten auf der 
Plae zu finden sind, die keine NF-κB Akvierung mehr zeigen (Abb. 5.10B). Die Akvie-
rungsintensitäten der Masterplaen zeigen eine zufällige Verteilung der Hits auf der Plae, 
was für die Signifikanz der erhaltenen Daten spricht, da keine Posionseffekte zu erkennen 
sind (Abb. 5.10C).
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Abb. 5.10: Ergebnisse der 
Analyse eine repräsenta-
ven Masterplae (Fami-
lie) aus dem Haupt-Screen 
nach 45 min Infekon.
2640 Einzelklone der Mu-
tanten-Bibliothek wurden 
in drei unabhängigen Scree-
ning-Runden auf ihre Fähig-
keit getestet, NF-κB zu ak-
vieren. Hierfür wurde die 
Methode aus Abb. 6.6 ange-
wendet. Aus dem Screen gin-
gen 579 Hits hervor, die an-
hand einer Auswertung mit 
dem Stask-Programm „R“ 
ermielt wurden. A) Ak-
vierungsdiagramme der Ein-
zelklone einer Familie. Als 
Kontroll-Stämme wurden 
der Klon 2B (orange), Klon 1 
(hellgrün) und G27 (dunkel-
grün) eingesetzt. Die Mutan-
ten sind blau gekennzeich-
net. Aus der Masterplae 
hervorgehende Hits sind mit 
gelben Balken markiert. B) 
Das korrespondierende Z-
Score-Diagramm zeigt an, um wieviele Standardabweichungen der beobachtete Wert (Hits) vom Mielwert der Gesamt-
messung einer Plae abweicht (Kontrollen ausgenommen). C) Die Plaen-Matrix spiegelt die Verteilung der Akvierungsin-
tensitäten pro Well wieder. In grün markierten Wells wurde keine oder nur eine geringe Akvierung beobachtet; rote Wells 
beinhalten Zellen mit einer hohen Akvierungsquote.
Mit Hilfe des Programms wurde außerdem der sog. Z`Faktor ermielt (siehe Material und 
Methoden; S. 132). Er gibt die Qualität eines Screens an, indem die Summe der Standard-
abweichungen aller Kontrollen durch die Mielwertbereich der Kontrollen dividiert wird. 
So erhält man einen Einblick in die Brauchbarkeit der Kontrollen, deren Messwerte im Ver-
gleich zu den Proben signifikant auseinander liegen sollten. Dementsprechend liegt das Er-
gebnis bei gut gewählten Kontrollen immer unter dem Wert 1. In Abbildung Abb. 5.11 ist 
der Z´Faktor für die repräsentave Masterplae des durchgeführten Screens dargestellt, die 
auch in Abb. 5.10 zu sehen ist. Da der Z´Faktor bei allen Masterplaen des Screens zwischen 
0,7 und 0,8 liegt spricht das Ergebnis für einen qualitav hochwergen Screen.
Abb. 5.11: Z`Faktor und Miel-
wert der verwendeten Kontrol-
len.
Die Balkendiagramme zeigen den Mit-
telwert der jeweiligen Ansätze (Kont-
rollen und Mutanten) auf der repräsen-
taven Plae aus Abb. 4.10. Außerdem 
ist der ermielte Z`Faktor der Kontrol-
len dargestellt.
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Insgesamt konnten in dem bakteriellen Screen nach der ersten Runde 579 Mutanten als Hits 
klassifiziert werden, die nun durch zwei unabhängigen Validierungsrunden nochmals getes-
tet und bestägt werden. Hier konnten sowohl NF-κB inhibierende (263) als auch NF-κB ak-
vierende Mutanten (187) gefunden werden, die zu späteren Infekonszeitpunkten ein hö-
heres Akvierungsmuster zeigten als die Kontrollstämme. Die Chancen sowohl Akvatoren 
als auch Inhibitoen der T4SS induzierten NF-κB Akvierung zu entdecken sind demnach sehr 
hoch. Alle anderen Mutanten zeigten im Vergleich zu der Negavkontrolle veränderte Oszil-
laonskurven der NF-κB Antwort (z.B. späterer Akvierungspeak), was dafür spricht, dass 
ebenfalls Mutaonen in Genen entdeckt werden können, die wichg für den Au
au der 
Flagellen von H. pylori sind. Den Ergebnissen des Test-Screens zur Folge kann man eine tat-
sächliche Hit-Anzahl zwischen 50 und 60 Mutanten erwarten. Diese Mutanten sollen mit 
unterschiedlichen Versuchsansätzen auf verschiedene Charakteriska (Integrität des TFSSs, 
Adhäsion, Zellform) untersucht werden. Anhand der so gewonnen Erkenntnisse soll ein um-
fassendes Modell der T4SS abhängigen NF-κB Akvierung erstellt werden, das das Verständ-
nis der H. pylori induzierten Pathogenese vere. Die Daten sollen außerdem dazu beitra-
gen neue therapeusche Ansätze entwickeln zu können, die gezielter in pathogene Prozesse 
eingreifen als herkömmliche Strategien.
Ergebniste i l  4
105
Diskussion Ergebnisteil 45.5. 
Der klassische genetische 5.5.1. Screen
Kombiniert man Methoden der Reversen Genek mit Hochdurchsatz-Analysen, eröffnen sich 
fundamentale Möglichkeiten die Funkon von Genen global zu analysieren. Während popu-
läre RNAi Screens Proteinfunkonen und Proteinnetzwerke in eukaryoschen Zellen iden-
fizieren, fokussiert sich der hier verwendete klassische Screen auf die Aulärung eines pro-
karyoschen Systems. Die Voraussetzungen und Ziele sind in beiden Systemen sehr ähnlich. 
Sie haben jedoch auch mit unterschiedlichen Nachteilen zu kämpfen.
Beide Methoden basieren auf einem klar definierten und einfach auszuwertenden Phäno-
typ, dessen Ausprägung durch den Einsatz von siRNA Molekülen oder Mutanten getestet 
wird. Im Vergleich zu RNAi Screens ist die Idenfikaon der entsprechenden Mutaonen je-
doch bei klassischen Screens häufig sehr zeitaufwendig. Hinzu kommt, dass besonders Trans-
poson-generierte Mutaonen unkontrollierbaren Tendenzen unterliegen, die eine hundert-
prozenge Abdeckung des Genoms unmöglich machen. Aber auch RNAi Screens haben ihre 
Nachteile. O variiert die Intensität der Proteinexpressions-Inhibierung und sog. Off target1 
Effekte erhöhen die Wahrscheinlichkeit eine große Anzahl an falsch-posiven Hits zu iden-
fizieren. Durch die Kombinaon beider Methoden könnten die Vorteile beider Methoden ge-
nutzt werden, die die jeweiligen Nachteile in den Hintergrund rücken lassen.
Da RNAi Screens aufgrund des fehlenden RNAi Mechanismus in Pokaryonten, für die Analy-
se prokaryosche Faktoren ungeeignet sind, wurde hier eine klassische Screening-Methode 
verwendet. Der Screen ermöglicht die Idenfikaon einer Vielzahl an bakteriellen Faktoren, 
die mit der T4SS induzierten NF-κB Antwort der Wirtszelle assoziiert sind. Dies ist deshalb 
besonders interessant, da das T4SS von H. pylori zu den wichgsten Virulenzfaktoren des 
Bakteriums gehört. Durch die Akvierung von NF-κB verursacht es eine chronische Inflam-
maon und begünsgt so die Entstehung von Magenkrebs und Magengeschwüren. 
Die Kombinaon der gewonnene Daten dieser Methode, mit den Ergebnissen eines genom-
weiten RNAi Screens, der es ermöglicht Wirtszelldeterminanten zu finden, könnte ein globa-
les Modell generiert werden, das beide Seiten der Wirt-Pathogen-Interakon beleuchtet. Die 
Erkenntnisse würden das Verständnis der H. pylori induzierten Pathogenese enorm vergrö-
ßern und neue wissenschaliche Forschungsbereiche entstehen lassen.
Ziele und Möglichkeiten des 5.5.2. H. pylori Screens
Eine der spannendsten Möglichkeiten dieses Screens liegt darin, neue Effektoren idenfizie-
ren zu können, die durch das T4SS in die Wirtszelle transloziert werden. Hinzu kommt, dass 
1 Off target Effekt: die Veränderungen des Phänotpys zeigen sich nicht aufgrund der Runterregulaon 
eines spezifischen Proteins, sondern sind vielmehr das Ergebnis von Auswirkungen der siRNA auf die Expressi-
on mehrerer Proteine
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durch die Analyse von frühen und späten Zeitpunkten der Infekon sowohl NF-κB Akva-
toren als auch NF-κB Inhibitoren gefunden werden können. Dass Inhibitoren exiseren ist 
nicht auszuschließen, da gezeigt werden konnte, dass primäre Infekonen mit H. pylori eine 
zweite Pathogen-induzierte NF-κB Akvierung unterdrücken. Dies kann nicht auf einen ge-
nerellen inhibitorischen Effekt der Signalkaskade zurückgeführt werden, da die Smulaon 
mit TNFα die NF-κB Antwort nach einer H. pylori Infekon wieder induzieren kann (Bareld 
et al., in Vorbereitung). Da bisher nur CagA als translozierter Effektor bekannt ist, konzent-
riert sich ein Großteil der H. pylori Forschung auf dieses Protein. Häufig wird dabei verges-
sen, dass es noch andere Induktoren für beobachtete Effekte geben könnte. Die Entdeckung 
von neuen translozierten Effektoren würde die Entwicklung von neuen Hypothesen ermögli-
chen und der Forschung einen größeren Spielraum gewähren.
Ein anderer Vorteil dieses Screens liegt in der potenellen Aufdeckung von bisher unbekann-
ten T4SS Komponenten. Hierzu können z.B. Hilfsproteine gezählt werden, die an dem Auf-
bau des T4SSs beteiligt sind. Es liegt nahe, dass Transportproteine oder Chaperone benö-
gt werden, die Komponenten des T4SSs in den periplasmaschen Raum überführen. Aber 
auch Transkriponsfaktoren, die die Synthese des T4SSs einleiten, gehören dazu. Interessant 
wäre auch die Idenfikaon von Faktoren, die für die Lokalisaon des T4SSs verantwortlich 
sind. Neueste, unveröffentlichte Ergebnisse (T4SS Workshop, Spanien 2008) lassen vermu-
ten, dass die polare Lokalisaon des T4SSs von Legionella pneumophila entscheidend an der 
Sekreon von Effektoren mitwirkt. Ähnliche Vorgänge konnten bisher bei H. pylori noch nicht 
gefunden werden, es spricht aber auch nichts gegen die Existenz solcher Kontrollmechanis-
men.
Darüber hinaus können mit dieser Screening-Methode auch bakterielle Adhäsine entdeckt 
werden, die für die Indukon T4SS abhängiger Wirtzellantworten benögt werden. Für eine 
erfolgreiche Translokaon von Effektoren muss H. pylori an den Wirtszellen adhärieren. Eine 
erfolgreiche Adhäsion ist eine Voraussetzung für die Kolonisierung der Bakterien und essen-
elle Adhäsionsstrukturen, könnten wichge Ziele für therapeusche Ansätze sein.
Auch andere wichge Virulenzfaktoren wie Komponenten des Flagellenapparats können, 
durch die Analyse späterer Zeitpunkte in diesem Screen entdeckt werden. Bakterien, die 
sich nicht mehr fortbewegen können erreichen die Zellen sehr viel später. Mutanten dieser 
Art würden eine veränderte Oszillaonskurve der NF-κB Akvierung zeigen und demzufolge 
ebenfalls in das Ausleseraster fallen.
Gedanken zum 5.5.3. Read-Out System
Die Vielzahl an möglichen Entdeckungen macht deutlich, wie sinnvoll Hochdurchsatz-Ana-
lysen sind, deren Durchführung die Idenfikaon einer großen Anzahl bakterielle Virulenz-
faktoren erlaubt. Die Etablierung eines genomweiten Screens setzt jedoch den Einsatz ei-
nes robusten Auslesemechanismus (Read-Out) und eine leichte Durchführbarkeit voraus, die 
möglichst wenig Schrie beinhaltet. Für diesen Screen wurde deshalb die einfach zu analy-
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sierende nukleare Translokaon der NF-κB-Untereinheit p65 gewählt. Dennoch muss hier-
berücksichgt werden, dass der Begriff NF-κB eine Familie von Transkriponsfaktoren um-
fasst, die aus mehreren Untereinheiten (p50, p100, p52, p65) besteht und als Hetero-oder 
Homodimere agieren können (Rushlow und Warrior, 1992). Demzufolge werden H. pylori in-
duzierte NF-κB Antworten, die Untereinheiten wie z.B. p50 miteinbeziehen, in dieser Me-
thode nicht berücksichgt. Die NF-κB Untereinheit p50 scheint aber bei H. pylori Infekonen 
ein große Rolle zu spielen. Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass p50 als Homodimer 
an den Promotor des Gens der H,K-ATPase α Untereinheit bindet und so die Expression des 
Gens inhibiert (Saha et al., 2008). Da die H,K-ATPase in Parietalzellen die Säuresekreon kon-
trolliert, hat diese Repression große Einflüsse auf den pH-Wert der Magensäure und ist eine 
mögliche Erklärung für die H. pylori induzierte Hypochlorhydria1.
Untersuchungen mit dem verwandten Helicobacter Stamm Helicobacter hepacus haben 
außerdem gezeigt, dass das NF-κB-Heterodimer p50/p100 eine wichge Rolle in dem IL-10 
vermielten Schutz vor H. hepacus induzierter Colis spielt (Tomczak et al., 2006). Demzu-
folge sind auch andere Untereinheiten der NF-κB Familie an bakteriell induzierten inflamm-
atorischen Prozessen beteiligt. Da p65 jedoch einer der Hauptmediatoren für die Expression 
proinflammatorischer Gene ist, bietet die hier entwickelte Methode dennoch die Möglich-
keit, in Zukun wichge Fragen zur H. pylori induzierten Pathophysiologie zu betrachten, die 
eng mit der Indukon einer chronischen Inflammaon assoziiert sind.
Die Ergebnisse des Test-Screens haben bereits zu einer interessanten Entdeckung geführt. 
Hier konnte das Protein CagF als wichger Mediator für die T4SS vermielte NF-κB Akvie-
rung idenfiziert werden. Es handelt sich hierbei um ein Chaperon, das die Translokaon von 
CagA vermielt (Pas et al., 2007). Da aber CagA in dem verwendeten Read-Out System kei-
nen Einfluss auf die NF-κB Akvierung hat (Bareld et al., in Vorbereitung), könnte man da-
raus schließen, dass CagF hier die Translokaon eines bisher unbekannten NF-κB Effektors 
oder die Translokaon von Pepdoglycan einleitet.
Darüber hinaus konnte eine Mutante entdeckt werden, die zu späteren Infekonszeitpunk-
ten eine höhere Akvierung zeigt als der verwendete Wildtyp-Stamm. Homologie-Verglei-
che machen deutlich, dass das Transposon dieser Mutante in einem noch unbekannten Gen 
liegt, welches Homologien zu einem Gen aufweist, das für die Phosphat N-Acetylglucosami-
nyltransferase kodiert. N-Acetylglucosaminyltransferasen spielen eine wichge Rolle in der 
Biofilm-Formaon des gram posiven Bakteriums Staphylococcus epidermidis (Gerke et al., 
1998). Warum eine Mutaon dieses Gens zu einer Erhöhung der NF-κB Akvierung führen 
kann ist noch nicht geklärt und muss noch analysiert werden.
1 Hypochlorhydria: Status in dem der Magen nicht mehr genügend Magensäure (hydrochloric acid) pro-
duziert.
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Schlusswort5.5.4. 
Mit dem hier entwickelten Screen konnten bereits 2640 Einzelklone der Transposon-Biblio-
thek getestet werden, von denen 579 potenelle Hits in zwei weiteren unabhängigen Validie-
rungsrunden nochmals überprü werden. Anschließende Analyse-Methoden wie die Über-
prüfung der Integrität des T4SSs, Elektronenmikroskopische Analysen und Adhärenz-Tests 
sollen eine detaillierte Charakterisierung der Mutanten ermöglichen. Nach den Ergebnissen 
des Test-Screens ist eine große Anzahl interessanter Hits zu erwarten, die nach eingehender 
Analyse drei großen Virulenzfaktor-Gruppen von H. pylori zugeordnet werden können. Sie 
sollen das H. pylori Infekonsmodel erweitern und neue spannende Forschungsansätze lie-
fern.
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Material und Methoden6.  
Allgemeine DNA-Arbeitstechnicken6.1. 
Präparation von Plasmid-DNA6.1.1. 
Die transformierten Bakterienstämme wurden über Nacht in 25-50 ml LB-Medium (Luria-
Bertani-Medium) mit geeigneten Anbiokazusätzen bei 37°C und 250 rpm schüelnd in-
kubiert. Die Aufreinigung der durch die Bakterien amplifizierten Plasmide erfolgte nach den 
Angaben des Herstellers des Plasmid-Midi-Kits von Qiagen. Da das Endotoxin von E. coli für 
Lenviren, die für die Herstellung stabiler shRNA Zellen eingesetzt werden, toxisch ist, wur-
den die Plasmide für die Herstellung der Lenviren mit dem Endotoxinfree DNA-Midipräpa-
raonskit von Qiagen nach Herstellerangaben aufgereinigt. Sowohl die Quantät als auch die 
Reinheit der gewonnen DNA wurde photometrisch besmmt (1 A260 = 50 μg/ml ds DNA). Die 
Plasmide wurden in 10 mM Tris/HCl (pH 8,5) aufgenommen und bei -20°C gelagert.
Transformaon von Plasmiden in chemisch kompetente6.1.2.  E. coli-
Zellen
Um die verwendeten Plasmide zu amplifizieren, wurden sie in E. coli-Zellen transformiert. 
Die Transformaon von Plasmiden in chemisch kompetente Bakterien erfolgte nach Angaben 
des Herstellers des E. coli Stamms: F- deoR endA1 recA1 relA1 gyrA96 hsdR17(rk
- mk
+) phoA 
supE44 thi-1 Δ(lacZYA-argF)U169 Ф80ΔlacZΔm15 von Bioline. Die Bakterien wurden auf Eis 
aufgetaut und 30 min mit 1 μg Plasmid-DNA auf Eis inkubiert. Um die Transformaonseffizi-
enz zu steigern, wurden die Bakterien einem Hitzeschock ausgesetzt. Hierfür wurden sie 95 
sec auf 42°C überführt und abschließend nochmals 2 min auf Eis inkubiert. Nach der Trans-
formaon wurden die Bakterien in 1 ml vorgewärmtes LB-Medium aufgenommen und 1-1,5 h 
bei 250 rpm und 37°C inkubiert. Von dem Ansatz wurden 100 und 900 μl auf Agarplaen mit 
entsprechenden Anbiokazusätzen ausplaert und bei 37°C ü.N. inkubiert. Am darauffol-
genden Tag wurde ein Klon gepickt und in Flüssigmedium ü.N. schüelnd (200 rpm) bei 37°C 
vervielfälgt. Am nächsten Tag wurde die Flüssigkultur für die Präparaon von DNA verwen-
det und ein Gefrierstock angelegt. Für die Lagerung bei -80°C wurde die bakterielle Lösung 
mit 20% Glycerol versetzt.
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Nährmedien und Medienzusätze für E. coli
LB-Medium
Bacto-Trypton (Difco) 10 g
Hefextrakt (Difco) 5 g
NaCl 10 g
H2O bidest ad 1 L
Agarplatten
LB-Medium mit 1,5% Agar (Difco)




LB-Medium mit 20 % Glycerol
Material und allgemeine Methoden für eukaryosche Zellen6.2. 
Zelllinien6.2.1. 
Name Zelltyp Quelle Medium
AGS humane gastrische Adenokar-
zinom-Epithelzelllinie
ATCC: CRL 1739 RPMI 1640 (Gibco BRL), 
10% FBS, 2 mM L-gluta-
mine
CHO K1 Ovarienzelllinie des chinesi-
schen Hamsters
ATCC: CCL 61 MEM alpha (Gibco BRL), 
10% FBS
Cos1 Nierenzellen der grünen 
Meerkatze
ATCC: CRL 1650 RPMI 1640 (Gibco BRL), 




Zijlstra et al., 1987 RPMI 1640 (Gibco BRL), 




ATCC: HTP 113 RPMI 1640 (Gibco BRL), 
10% FBS, 2 mM L-gluta-
mine
HL Humane Lungenzelllinie (Fib-
roblasten-ähnlich)
ECACC: 96121720 RPMI 1640 (Gibco BRL), 




ATCC: CCL 2 RPMI 1640 (Gibco BRL), 




ATCC: HB 8065 RPMI 1640 (Gibco BRL), 




ATCC: HTB 38 Mc Coy`s 5A (Gibco BRL), 
10% FBS
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Name Zelltyp Quelle Medium
J774.A Monozysche Makrophagen-
Zelllinie der Maus
DSMZ: ACC 170 RPMI 1640 (Gibco BRL), 
10% heat inaccated FBS, 
2 mM L-glutamine
Kato3 Humane gastrische Karzinom-
zelllinie
ATCC: HTB 103 RPMI 1640 (Gibco BRL), 
10% heat inacvated FBS, 
2 mM L-glutamine
L929 Maus-Fibroblasten ATCC: CCL 1 RPMI 1640 (Gibco BRL), 
10% FBS, 2 mM L-gluta-
mine
MDCK Nierenzellen des Hundes ATCC: CCL 34 RPMI 1640 (Gibco BRL), 
10% FBS, 2 mM L-gluta-
mine
MKN-28 humane gastrische Adenokar-
zinom-Epithelzelllinie
Naito et al., 1984 RPMI 1640 (Gibco BRL), 
10% heat inacvated FBS, 
2 mM L-glutamine
MKN-45 humane gastrische Adenokar-
zinom-Epithelzelllinie
DSMZ: ACC 409 RPMI 1640 (Gibco BRL), 
10% heat inacvated FBS, 
2 mM L-glutamine
SR4987 Stromal Fibroblasten-ähnliche 
Zelllinie der Maus
DSMZ: ACC 323 Mc Coy`s 5A (Gibco BRL), 
10% FBS
SYF + src Maus-Fibroblasten (exprimie-
ren Src)
ATCC: CRL 2498 DMEM (Gibco BRL), 10% 
FBS, 2 mM L-glutamine, 1 
mM NaPyruvate
THP-1 Humane monozyschen Zellli-
nie (akute monozysche Leuk-
ämie-Zelllinie)
ATCC: TIB 202 RPMI 1640 (Gibco BRL), 
10% heat inacvated FBS, 
2 mM L-glutamine
293T humane embryonale Nieren-
zelllinie
ATCC: CRL 11268 DMEM (Gibco BRL), 10% 
fetal bovine serum (FBS, 
Gibco BRL), 2 mM L-gluta-
mine, 1 mM NaPyruvate
ATCC: American Tissue Culture Collecon (www.atcc.org); DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen 
und Zellkulturen GmbH (www.dsmz.de); ECACC: European Collecon of Cell Cultures (www.ecacc.org.uk)
Kultivierung6.2.2. 
Alle eukaryoschen Zellen wurden in 75 cm2 Zellkulturflaschen (TPP) unter Verwendung des 
entprechenden Mediums bei 37°C in einer wassergesägten Atmosphäre von 5% CO2 kul-
viert. Die Passage erfolgte in einem regelmäßigen Zeintervall von 2 Tagen. Hierfür wurden 
die Zellen mit 1 ml Trypsin/EDTA 5 min bei 37°C inkubiert. Die abgelösten Zellen wurden er-
neut in frischem Medium aufgenommen und in einem der Zelllinie entsprechenden Verhält-
nis verdünnt weiterkulviert. Um Passage-abhängige Sekundäreffekte zu vermeiden, wur-
den die Zelllinien nach der 20 ten Passage entsorgt.
   112 Mater ia l  und Methoden
Kryokonservierung von eukaryotischen Zellen6.2.3. 
Für die Konservierung wurden mind. 1 x 106 Zellen trypsiniert und in einer Tischzentrifuge 
bei 800 rpm abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet in 1 ml Ein-
friermedium (10% DMSO (v/v) in jeweiligem Zellkulturmedium aufgenommen. Die Lösung 
wurde in vorgekühlte Kryoröhrchen (Nunc) überführt und eine Nacht bei -80°C in einem Sty-
roporbehälter eingefroren. Anschließend wurden die Röhrchen in flüssigem Sckstoff gela-
gert.
Auftauen und Rekultivierung von eukaryotischen Zellen6.2.4. 
Eingefrorene Zellen wurden in einem 37°C Wasserbad aufgetaut. Anschließend wurden sie in 
einer Tischzentrifuge bei 800 rpm abzentrifugiert und das Pellet in dem jeweiligen Zellkultur-
medium aufgenommen. Die Zellen wurden schließlich in eine 75 cm2 Zellkulturflasche über-
führt und eine Nacht bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Am nächsten Tag wurde das Medium 
durch frisches Medium ersetzt.
EGF und HGF Stimulation6.2.5. 
20 Stunden vor der Smulaon mit Wachstumsfaktoren wurden die Zellen auf nährstoffar-
mes Medium überführt (Zellkulturmedium ohne FCS). Für den Versuch wurden die entspre-
chenden Ansätze jeweils mit 100 ng/ml EGF (epidermal growth factor; SIGMA), 100 ng/ml 
HB-EGF (Heparin-binding EGF-like growth factor, SIGMA) oder 100 ng/ml HGF (hepatocyte 
growth factor; SIGMA) inkubiert.
Inhibitor-Behandlung6.2.6. 
AGS Zellen wurden 2 h vor der Infekon unter serumfreien Bedingungen mit 10 μM STI (Ima-
nib, LC laboratories) inkubiert. Da die Wirkung des c-Abl Inhibitors reversibel ist, wurde er 
während der Infekon nicht enernt.
Transiente Transfekon von eukaryoschen Zellen mit Plasmid-6.2.7. 
DNA
Für die transiente Überexpression plasmidkodierter Gene wurden adhärente eukaryosche 
Zellen mit dem Transfekonsreagenz Lipofectamin 2000 (Invitrogen) behandelt. Für jeden 
Ansatz wurden 1 x 106 Zellen eingesetzt. 2 μg Plasmid-DNA und 2 μl Lipofectamin wurden in 
50 μl Opmem (Gibco) getrennt 5 min bei RT inkubiert. Anschließend wurden beide Lösun-
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gen miteinander vereinigt. Für die liposomale Komplexformaon wurde der Ansatz 20 min 
bei RT inkubiert. Die Zellen wurden zusammen mit dem Transfekonsansatz in 900 μl Op-
mem überführt. Nach einer Inkubaonszeit von 5 h bei 37°C und 5% CO2 wurde das Transfek-
onsmedium durch frisches FCS (10%) halges Medium ersetzt. Für Kontrollversuche wur-
den die Zellen wie oben beschrieben behandelt, es wurde aber keine DNA eingesetzt (Mock). 
Nach 24 h wurden die transfizierten Zellen für die entsprechenden Experimente eingesetzt.
Verwendete Plasmide
Name Beschreibung Literatur Stammsammlung
EGFR-WT EGFR Wildtyp Tanos et al., 2006 H3806
EGFR Y1173F EGFR Mutante Tanos et al., 2006 H3805
c-src WT c-src Wildtyp Broome und Hunter., 
1996
L99
srcY529F c-Src Mutante (konstu-
v akv)
Broome und Hunter., 
1996
L101
CagA WT Wildtyp-CagA Higashi et al., 2002 L345
CagA PR Phosphorylierungsresis-
tentes CagA
Higashi et al., 2002 L346
Transfektion eukaryotischer Zellen mit siRNAs6.2.8. 
Für die gezielte Hemmung der Expression besmmter Proteine wurde die RNA Interferenz 
(RNAi) eingesetzt. Die Methode beruht auf einer Spaltung von dsRNA zu kleinen 21-25 nt lan-
gen Fragmenten durch das Enzym DICER, eine RNase III ähnliche Nuklease. Die so entstan-
denen Moleküle werden als „small interfering“ RNA (siRNA) bezeichnet. Der sense Strang 
der siRNA Fragmente lagert sich im sogenannten RISC-Komplex (RNA induced silencing com-
plex) an die Ziel-mRNA des jeweiligen Gens, dessen Produktsynthese inhibiert werden soll. 
Es kommt zu einer Spaltung und damit zu einem gezielten Abbau der mRNA durch den RISC 
Komplex. Die gezielte Inhibierung der Genexpression wird demnach in vitro durch die Zufüh-
rung genspezifischer siRNA-Moleküle ausgelöst.
Für die Transfekon wurden jeweils 1 x 106 Zellen pro Ansatz verwendet. 10 μl siRNA (20 μM 
Stocklösung) wurden in 240 μl ECR-Puffer (Qiagen) 5 min bei RT inkubiert. Danach wurde die 
Lösung mit 15 μl RNAifect (Qiagen) versetzt. Nach einer Inkubaonszeit von 15 min bei RT 
wurde der Transfekonsansatz zu den Zellen gegeben. Hierfür wurden die Zellen mit dem 
Transfekonsgemisch in 700 μl FCS (10%) halges Medium überführt. Nach 5 h Inkubaon 
bei 37°C und 5% CO2 wurde das Transfekonsmedium durch frisches Medium ersetzt. 24 h 
nach der Transfekon wurden die Ansätze geteilt und neu ausgegsät. 72 h nach der Transfek-
on wurden die Zellen für Experimente eingesetzt, da die Intensität der Protein-Runterregu-
laon nach drei Tagen am stärksten ist.
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Name siRNA Sequenz Zielprotein
Luci 5`AACUUACGCUGAGUACUUCGA 3` Luciferase
c-Abl ntr1 5`AACGGCUGAUGUGGACUGUCU 3´ c-Abl
EGFR 3`UTR 5`CCCTGTCTTGCTGTCATGAAA 3´ EGFR
SHP-2-1 5`AAGGUGGUUUCAUGGACAUCU 3´ SHP-2
Herstellung stabiler „6.2.9. knock-down“ Zelllinien
Für die Herstellung von Zelllinien in denen die Expression eines Gens stabil, d.h. dauerha 
verringert ist, werden durch Lenviren eingeschleuste shRNA Sequenzen verwendet, die sich 
stabil in das eukaryosche Genom integrieren. Der Name shRNA kommt von „small hair-
pin“ RNA und basiert auf einer Sequenzkomplementarität innerhalb des Moleküls, die zu ei-
ner Ausbildung einer Haarnadelstruktur führt. Durch den Mechanismus der RNA Interferenz 
(siehe S. 113) wird die Expression des betroffenen Proteins inhibiert. Die shRNAs für die Her-
stellung stabiler „knock down“ Zelllinien wurden bei Metabion mit dem BLOCK-iTTM RNAi 
Design Programm generiert (siehe unten). Die Sequenzen wurden in den lenviralen Vektor 
pLVTHM kloniert. Durch den auf dem Plasmid kodierten Selekonsmarker GFP („green flu-
orescent protein“) kann sowohl die Virusinfekon als auch die Virusprodukon mit einem 
Epifluoreszenz-Mikroskop überprü werden. Die Herstellung der Lenviren erfolgte durch 
die Kotransfekon der jeweiligen pLVTHM shRNA-Konstrukte (10 μg) mit den viralen Verpa-
ckungs-Vektoren psPAX2 (7,5 μg) und pMD2G (2,5 μg) in 293T Zellen unter Zugabe von Kal-
ziumphosphat (0,5 M Endkonzentraon). Hierfür wurde die DNA in 250 μl Tris-HCL (pH 7,6) 
aufgenommen und mit 250 μl Kalziumphosphat unter Zugabe von 0,5 μl HBS-Puffer 35 bei 
RT inkubiert und anschließend auf die Zellen überführt. Der virusparkelhalge Überstand 
wird 48 h nach der Transfekon auf AGS Zellen unter Zugabe von Polybren (5 μg/ml) über-
führt. Sieben Tage nach der Infekon wurden die Zellen subkulviert. Die Auswirkungen der 
shRNA-vermielten Hemmung der Proteinexpression wurden miels Immunoblot analysiert 
(siehe S. 122-124). Die Zelllinien wurden vor ihrem Gebrauch nicht vereinzelt, um klonale Ef-
fekte zu vermeiden. Alle Zelllinien wurden in RPMI 1640 (Gibco BRL), 10% FBS, 2 mM L-glut-
amine Medium kulviert.
shRNA Seuquenzen zur Herstellung der lentiviralen Vektoren




AGS EGFR-10 5`GCATTCCTTTGTCTTCAAACT 3´ H3855 EGFR AGS BB 003
AGS EGFR-11 5`GCAAGAATATTGTCCCTTTGA 3` H3856 EGFR AGS BB 004
AGS EGFR-12 5`GGAATTCTTCCTTAGACTTAC 3` H3857 EGFR AGS BB 005
AGS EGFR-Luci 5`AACTTACGCTGAGTACTTCGA 3` H3858 Luciferase AGS BB 007
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Plasmide zur Herstellung der Lentiviren
Name Beschreibung Stammsammlung Literatur
pLVTHM Lenviraler Vektor für die Konstrukon 
von stabilen „knock down“ Zelllinien; 
EF1α-Promotor; GFP; H1-Promotor; je-
weilige shRNA Sequenz;
H3852 Wiznerowicz und Tro-
no, 2003
psPAX2 Lenviraler Verpackungs Vektor mit 
gag und pol Gen;
H3853 Wiznerowicz und Tro-
no, 2003
pMD2G Verpackungs Vektor mit VSV-G des Ve-
sikular Stomas Virus;






pH 7,13 (mit NaOH)
FACS-Analyse6.2.10. 
Für die Messung der Zelloberflächenexposion von Rezeptoren und der Aufnahme von 
Alexa488 markiertem EGF wurde die FACS-Analyse verwendet. FACS steht für Fluorescence 
acvated cell sorng, wobei der Ausdruck FACS eine geschützte Handelsmarke der Firma 
Becton Dickinson ist. Der allgemeine Name des Verfahrens lautet Duchflusszytometrie. Prin-
zipiell wird bei dieser Methode die Emission opscher Signale gemessen, die von einer Zel-
le ausgehen, wenn sie einen Laserstrahl passiert. Die in Lösung befindlichen Zellen werden 
durch eine Kapillare gesaugt, passieren den Laser und emieren dabei Streulicht. Wenn ent-
sprechende Ankörper oder Fluoreszenzmoleküle gebunden sind, geht zusätzlich ein Fluo-
reszenzimpuls aus. Aus den Daten lassen sich dann unterschiedliche Eigenschaen von Zel-
len ableiten. Das Vorwärtsstreulicht FSC (Forward Scaer) wird durch die Beugung des Lichts 
hervorgerufen und dient der Ermilung der Zellgröße. Das Seitwärtstreulicht SSC (Side Scat-
ter) entsteht durch die Brechung des Lichts und wird daher zur Messung der Granularität 
verwendet. Sind z.B. Oberflächenmoleküle einer Zelle durch spezifische Fluoreszenz-gekop-
pelte Ankörper markiert, wird die Emission je nach Wellenlänge und Intensität gemessen. 
Die Zellen können so durch die Auswahl spezifischer Parameter sorert und/oder analysiert 
werden. Um durch unspezifisch bindende Ankörper hervorgerufene Emissionen in die Ana-
lyse miteinbeziehen zu können, werden die jeweiligen Isotypen als Kontroll-Ankörper ein-
gesetzt. Für die Ermilung der spezifischen Fluoreszenzintensität einer Färbung, wird der 
Median der Ereignisse pro Fluoreszenzeinheit der Isotypenkontrolle von dem Median der Er-
eignisse pro Fluoreszenzeinheit abgezogen, der sich durch die Färbung mit dem spezifischen 
Ankörper ergibt. Auf diese Art und Weise subtrahiert man die Hintergrundstreuung, die z.B. 
durch die unspezifische Bindung von Ankörpern auf der Oberfläche von H. pylori entsteht.
   116
Analyse der Rezeptor-Oberflächenexpression auf eukaryotischen 6.2.10.1. 
Zellen
Für die Analyse der Exposion besmmter Rezeptoren auf der Oberfläche von eukaryo-
schen Zellen wurden nicht-permeabilisierte Zellen mit für die Rezeptoren spezifischen Pri-
mär-Ankörpern behandelt. Für die FACS-Analyse wurden zusätzlich Fluorochrom gekoppel-
te Sekundär-Ankörper eingesetzt.
Die zu behandelnden Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und mit Accutase (Gibco) in-
kubiert. Accutase ist ein proteolysches und insbesondere collagenolysches Enzymgemisch 
invertebralen Ursprungs, unter dessen Gebrauch ein mildes Ablösen adhärenter Zellen ge-
währleistet wird. Oberflächenrezeptoren werden so nicht zerstört. Für das Ablösen wurden 
jeweils 5 x 105 Zellen mit 200 μl Accutase versetzt und 5 min bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen in 800 μl PBS aufgenommen und sofort auf Eis überführt. 
Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurden die Zellen bei 800 rpm in einer ge-
kühlten Tischzentrifuge 5 min pelleert und anschließend in 50 μl 1% BSA/PBS aufgenom-
men. Nach 10 min Inkubaon auf Eis wurde jeweils 0,2 μg Primär-Ankörper (spezifischer 
Ankörper oder Isotyp-Kontrolle) zu den Zellen gegeben. Die Färbung erfolgte 15 min auf 
Eis. Danach wurde die Zellen in 800 μl PBS aufgenommen und zweimal mit PBS gewaschen. 
Zwischen den Waschschrien wurden die Zellen 5 min bei 800 rpm zentrifugiert. Danach er-
folgte eine die Färbung der Zellen in 50 μl 1% BSA/PBS mit 0,2 μg Fluorochrom-gekoppelten 
Sekundärankörper für 15 min auf Eis. Die Zellen wurden wie oben beschrieben gewaschen 
und dann in 500 μl 1% Formaldehyd/PBS aufgenommen, um sie zu fixieren. Alle Ansätze wur-
den mit dem BD FACSCaliburTM system (BD Biosciences) gemessen. Die Fluoreszenzspekt-
ren für Cy2-gekoppelte Färbungen und FITC-konjugierte Ankörper wurden im FL1-H Kanal 
aufgenommen. 
Antikörper für FACS-Färbungen
Name Spezies Isotyp Firma Bestellnummer Anwendung
an EGFR Maus IgG2a Santa Cruz sc-120 FACS;IP; IF
an c-Met Maus IgG2a Upstate 05-237 FACS;IP
HLA-FITC Maus IgG2a Immunotech IM5089 FACS
Isotyp FITC Maus IgGa Immunotech IM5782 FACS
Cy2 Maus IgG(H+L) Dianova 115-225-146 FACS;IF
Isotyp Maus IgG2a Southern Bio-
tech
0103-01 FACS
FACS = Durchflusszytometrie; IP = Immunopräzipitaon; IF = Immunofluoreszenz
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Analyse der Aufnahme von Alexa488-markiertem EGF6.2.10.2. 
Für die Quanfizierung der Liganden-abhängigen Internalisierung des EGF-Rezeptors wur-
de die Aufnahme von Alexa488-gekoppeltem EGF nach einem Temperaturpuls von 37°C per 
FACS-Analyse besmmt. Hierfür wurden AGS Zellen zwei Tage vor dem Experiment so aus-
gesät, dass sie am Tag der Infekon eine Konfluenz von 90% aufwiesen. Die Zellen wurden 
in serumfreies Medium überführt und mit dem H. pylori Stamm P1 mit einer MOI von 100 
infiziert. 20 h nach der Infekon wurden die Zellen auf Eis überführt und 1 h in serumfrei-
em Medium unter Zugabe von 50 ng/ml EGF-Alexa488 (Sigma) inkubiert. Anschließend wur-
den die Versuchsansätze mit 37°C warmen serumhalgem Medium (10% FCS) gewaschen, 
um ungebundenes EGF zu enernen. Die Zellen wurden 0, 3, 5, 10 und 30 min bei 37°C in-
kubiert. Danach wurde die Internalisierung durch das erneute Überführen der Zellen auf Eis 
abgestoppt. Um das nicht aufgenommene EGF auf der Oberfläche der Zellen zu enernen, 
wurden die Zellen mit saurem Puffer jeweils zweimal eine Minute auf Eis inkubiert und an-
schließend mit PBS gewaschen. Das Ablösen der Zellen erfolgte mit einem Zellschaber. Für 
die Fixierung wurden die Zellen bei 800 g abzentrifugiert und das Pellet in 1% Formalin/PBS 
aufgenommen. Die Analyse der internalisierten Menge an Fluoreszenz-markiertem EGF er-
folgte per FACS-Analyse im FLH-1 und FSC Kanal.
Saurer Puffer
Essigsäure (pH 2,5) 0,2 M
NaCl 0,5 M
H2O bidest auffüllen
I6.2.11. n vitro Kinase-Assay
Die Fähigkeit CagA  zu phosphorylieren wurde anhand eines in vitro Kinase-Assays überprü. 
Hierfür wurde der H. pylori Stamm P1 von Agarplaen in PBS geerntet (OD550=0,9) und in kal-
tem Kinase Puffer resuspendiert. Durch 20 faches Passagieren der Bakterien durch eine Ka-
nüle (Henke-Sass-Wolf; 0,45 x 25 mm) wurden die Bakterien lysiert. Für die vollständige Lyse 
wurde das Lysat anschließend zweimal 30 s auf Eis sonifiziert. Für den Assay wurden jeweils 
1 x 107 eukaryosche Zellen pro Ansatz in 1 ml eiskaltem Kinase-Puffer aufgenommen und 
20 mal durch das Passagieren mit der Kanüle homogenisiert. Für die Kinase-Reakon wur-
den 50 μl bakterielles Lysat mit 50 μl Zelllysat vermischt. Das Gemisch wurde mit 40 μM ATP 
versetzt und 5 min bei 30°C inkubiert. Um die Reakon abzustoppen, wurden die Ansätze auf 
Eis überführt. Nach der Zugabe von 4 x SDS-Ladepuffer (Ro®load; Roth) wurden die Proben 
5 min bei 95°C abgkocht. Die Phosphorylierung von CagA wurde anschließend per SDS-Page 
und Immunoblot (siehe S. 122-124) analysiert.
   118
Kinase-Puffer







Complete Protease Inhibitor (Roche) 1x
ELISA6.2.12. 
Für die Quanfizierung des humanen Zytokins IL-8 und des murinen IL-8 Homologs Mip-2 
in Überständen wurden kommerzielle ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) Detek-
onskits eingesetzt. Humanes IL-8 wurde mit dem IL-8 Cytoset-Detekonskit von Biosource 
(Internaonal) detekert. Für die Analyse von sekreertem Mip-2 muriner Zellen wurde das 
MIP-2 Quankine ELISA Kit von R&D Systems (Minneapolis) verwendet. Die Analyse erfolgte 
nach den Angaben des jeweiligen Herstellers. Alle Experimente für die Quanfizierung wur-
den mindestens dreimal durchgeführt. Die Messung der Proben erfolgte in Triplikaten mit ei-
nem Spectra MAX 190 (Molecular Devices).
Immunofluoreszenzfärbung6.2.13. 
Für die Analyse der Lokalisaon besmmter Proteine in der Zelle wird die Immunofluores-
zenz-Technik verwendet. Hierfür werden Proteine durch die Verwendung spezifischer An-
körper markiert und mit einem Fluoreszenz-gekoppelten Sekundär-Ankörper sichtbar ge-
macht. Die Emission der an den Sekundär-Ankörper konjugierten Fluorochrome kann man 
anhand eines Epifluoreszenz-Mikroskops oder mit konfokaler Mikroskopie sichtbar machen 
und analysieren. Für die exakte Besmmung der Lokalisaon von Proteinen eignet sich die 
konfokale Mikroskopie, da diese die Aufnahme in definierten Ebenen der Zelle ermöglicht. 
Möchte man einen allgemeinen Eindruck der Färbungsintensität auf der Oberfläche von Zel-
len erhalten, wird vorwiegend das Epifluoreszenz-Mikroskop verwendet.
Für die Immunofluoreszenzfärbung von Proteinen werden die zu untersuchenden Zellen auf 
runden Glasdeckgläschen (12-15 mm Ø) ausgesät. Für eine bessere Anheung der Zellen 
wurden die Deckgläschen vor dem Autoklavieren dreimal mit Aceton gewaschen. Die zu fär-
benden Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und anschließend mit 4% Paraformalde-
hyd 10 min bei RT fixiert. Danach wurden die Zellen nochmals mit PBS gewaschen und mit 
0,1% TritonX-100/PBS 20 min bei RT permeabilisiert. Für Oberflächenfärbungen wurde die-
ser Permeabilisierungsschri ausgelassen. Um die Permeabilisierungslösung zu enernen, 
wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und schließlich mit 1% BSA/0,05% Tween20/
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PBS 10 min bei RT blockiert. Schließlich erfolgte die Inkubaon mit dem spezifischen Erstan-
körper für 45-60 min. Hierfür wurde der Ankörper in 1% BSA/0,05% Tween20/PBS 1:100 
verdünnt und in einem Volumen von 50 μl pro Deckgläschen auf die Zellen überführt. Nach 
der Färbung wurden die Zellen dreimal jeweils 10 min mit PBS gewaschen und anschließend 
45-60 min mit dem Zweitankörper inkubiert. Auch dieser Ankörper wurde in einer Ver-
dünnung von 1:100 in 1% BSA/0,05% Tween20/PBS eingesetzt. Danach wurden die Proben 
erneut dreimal jeweils 10 min mit PBS gewaschen und am Ende in Moviol auf große Deck-
gläser überführt. Die Epifluoreszenz-Aufnahmen wurden mit einem Leica DM/R durchge-
führt. Die konfokalen Mikroskopie-Bilder wurden mit dem Leica TCS NT/SP-1 oder Leica TCS 
NT/SPE gemacht.
Paraformaldehyd 4%
Paraformaldehyd (PFA) 4% in H2Obidest lösen bei 60°C




Moviol 4-88 2,4 g
H2O bidest 6 ml (2 h bei RT inkubieren)
Tris-HCL 0,2 M; pH 8,5 zugeben; 15 min bei 7500 g zentrifu-
gieren
Antikörper für Immunofluoreszenz
Name Spezies Firma Bestellnummer Anwendung
an EGFR Maus Santa Cruz sc-120 FACS; IP; IF
an EGFR Kaninchen Santa Cruz sc-03 IB; IF
an c-Met Kaninchen Santa Cruz sc-10 IB; IF
an EEA1 Maus Abcam ab15846 IF
an H. pylori Kaninchen US Biological H1840-14 IF
Cy2 an ms Maus Dianova 115-225-146 FASC; IF
Cy3 an rb Kaninchen Dianova 111-165-144 IF
Cy3 an ms Maus Dianova 715-165-151 IF
FACS = Durchflusszytometrie; IB = Immunoblot; IF = Immunofluoreszenz; Immunopräzipitaon
Wundheilungs-Experimente6.2.14. 
Um die Fähigkeit von Zellen zu überprüfen, konfluente Zellmonolayer wieder zu schließen, 
nachdem die Schicht durch das Setzen eines Kratzers durchbrochen wurde, werden Wund-
heilungs-Experimente durchgeführt (Abb. 4.17). Die Geschwindigkeit mit der Zellen die 
durch den Kratzer entstandene Lücke im Zellmonolayer wieder schließen, wird als Maßstab 
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für die Wundheilungsqualität verwendet. Für die Analyse wurde mit Hilfe einer weißen Pi-
peenspitze ein ca. 1 cm langer Kratzer durch einen konfluenten Zellmonolayer gezogen. An-
fang und Ende des Kratzers wurden mit einem S auf der Plaskschalenunterseite markiert, 
um die Posion des Kratzers lokalisieren zu können. Das Zuwachsen der entstandenen Lücke 
wurde durch Aufnahmen mit einem Lichtmikroskop (Zeiss) dokumenert. Die Dicke des Krat-
zers wurde durch Abmessen der Abstände mit dem Programm Photoshop CS3 ermielt.













P1 P1 (HP1101) WT  -  - Corthesy-Theulaz et 
al., 1996
P12 P12 (HP8880) WT  -  - Schmi und Haas, 
1994
P1ΔvirB11 P208 virB11 HP0425 CamR Selbach et al., 2002b
P1ΔcagA P211 cagA HP0547 CamR Selbach et al., 2002b
P12ΔPAI P387 cagPAI cagPAI KanR Wessler et al., 2000
G27 P409 WT  -  - Salama et al., 2004
G27ΔcagE P408 cagE cagE KanR Salama et al., 2004
Mutanten Bib-
liothek
H3871  -  - CamR Salama et al., 2004
*ORF nach (Tomb et al., 1997); WT: Wildtyp
Kultivierung6.3.2. 
Vor jedem experimentellen Ansatz wurden die Bakterien aus einem Glycerolstock (BHI/20% 
Glycerol) auf eine dem bakteriellen Stamm entsprechende Plae überführt. Hierfür wurden 
die Bakterien in flüssigem BHI-Medium resuspendiert und ausgestrichen. Nach drei Tagen In-
kubaonszeit unter mikroaerophilen (5% CO2,4% O2)Bedingungen bei 37°C wurden die Bak-
terien in verschiedenen Verdünnungen auf neue Agarplaen überführt. H. pylori neigt unter 
zu dichten Wachstumsbedingungen zu einer morphologischen Veränderung, in der eine coc-
coide Form eingenommen wird und wichge Virulenz-Gene nicht mehr exprimiert werden. 
Deshalb wurden die Bakterien für Infekonsansätze stets nach einer eintägigen Inkubaon 
auf frischen Plaen eingesetzt. Um Mutaons-Effekte zu vermeiden, wurden die Bakterien 
nach einer einwöchigen Kulvierung auf Agarplaen entsorgt.
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Agarplatten
GC Agar Base (Remel) 36 g
H2Obidest ad 1 L
Autoklavieren, dann folgende Komponenten zusetz-
ten:
Pferdeserum (inakviert; Biochrom) 100 ml
Vitamin-Mix 10 ml
Nystan (2 mg/ml) 500 μl
Trimetoprim (2,5 mg/ml) 2 ml
Vancomycin (10 mg/ml) 1 ml
je nach Stamm folgende Anbioka zusetzen:
Chloramphenicol (4 mg/ml) 1 ml
Kanamycin (8 mg/ml) 1 ml
Vitamin-Mix
Lösung 1
D(+)-Glukose (wasserfrei) 100 g
L-Glutamin 10 g
L-Cysteine Hydrochlorid Monohydrat 26 g
Cocarboxylase 100 mg
Cocarboxylase 20 mg
Eisen (III)-Nitrat Nanohydrat 3 mg
Vitamin B1 Hydrochlorid 13 mg
p-Aminobenzosäure 250 mg
NAD 10 mg
Vitamin B12 ad 500 ml
H2Obidest





L-Arginin Monohydrochlorid 500 mg
Uracil ad 300 ml
H2Obidest
32% HCL 15 ml
beide Lösungen mischen
H2Obidest ad 1 L
Antibiotika
Nystan 2 mg/ml in N,N-Dimethylformamid
Trimetroprim 2,5 mg/ml in N,N-Dimethylformamid
Vancomycin 10 mg/ml in H2Obidest
Cloramphenicol 4 mg/ml in 100% Ethanol
Kanamycin 8 mg/ml in H2Obidest
Medien
BHI (brain heart infusion) Flüssigmedium (Becton Di-
ckinson)
36 g in 1000 ml H2Obidest
Einfriermedium BHI-Medium mit 20% Glycerol
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Infektion eukaryotischer Zellen6.3.3. 
Die Bakterien wurden in 1 x PBS resuspendiert und einmal mit PBS gewaschen. Hierfür wur-
den die Bakterien drei min bei 4000 rpm in einer Zentrifuge pelleert und wieder erneut in 
PBS aufgenommen. Für die Besmmung der jeweiligen MOI (MOI; mulplicicity of infecon; 
Anzahl der Bakterien pro Zelle) wurde die opsche Dichte der bakteriellen Lösung bei einer 
Wellenlänge von 550 gemessen. Die Konzentraon der Bakterien pro ml wurde anhand einer 
Eichgerade (Abb. 6.1) abgelesen. Die daraus resulerende Menge der einzusetzenden Bak-
terien wurde anhand folgender Formel ermielt:
Abb. 6.1: Eichgerade 
zur Ermilung der Bak-
terienmenge pro ml.
Die Bakterien werden in 
PBS resuspendiert. Die 
opsche Dichte wird in ei-
nem Photometer bei 550 
nm gemessen und die 
Bakterienmenge pro ml 
wird anhand dieser Eich-
gerade abgelesen.
Allgemeine Proteintechniken6.4. 
Immunodetektion von Proteinen6.4.1. 
Für die Detekon von Proteinen miels Immunoblot wurden alle Probenpellets in 1 x SDS-
Probenpuffer (Ro®load; Roth) aufgenommen und 5 min bei 95°C abgekocht. Anschließend 
wurden die Proteine in den Proben miels SDS-PAGE aufgetrennt
SDS-PAGE6.4.1.1. 
Die Aurennung der Proteine erfolgte mit einer diskonnuierlichen Natrium Dodezyl-Sul-
fat (sodium dodecyl sulfat; SDS) Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Hierfür wur-
de das Mini-PROTEAN® III Gelsystem von Bio-Rad verwendet. Zuerst wurden 10%ige Trenn-
gele gegossen. Diese wurden zum auspolymerisieren mit Wasser überschichtet und 15 min 
bei RT inkubiert. Nach der Polymerisaon wurde das Wasser abgenommen und das Trenngel 
mit dem Sammelgel überschichtet. 
Die Gele wurden in die Gelkammern überführt und mit SDS-Laufpuffer aufgefüllt. Vor dem 
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Auragen der Proben in die Geltaschen (25 μl pro Probe) wurden sie nochmals 5 min bei 
95°C gekocht. Zur Besmmung der Proteingröße wurde zusätzlich ein gefärbter, genormter 
Proteinmarker (Invitrogen) in eine Geltasche überführt. Anschließend liefen die Proben und 
der Marker bei 80 V ein. Nach dem Durchqueren des Sammelgels wurde die Spannung auf 
180 V erhöht. 
10% Trenngel
H2Obidest 4 ml
30% Bisacrylamid 3,3 ml
1,5 M Tris (pH 8,8) 2,5 ml
10% SDS 0,1 ml




30% Bisacrylamid 0,67 ml
1 M Tris (pH 6,8) 0,5 ml
10% SDS 0,04 ml
10% Ammonium Persulfat 0,04 ml
TEMED 0,004 ml
Immunoblot6.4.1.2. 
Nach der SDS-Gelelektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine im Gel auf PVDF 
(Polyvinylidendifluorid)-Membranen transferiert. Hierfür wurde das Mini Trans-Blot Cell Sys-
tem von Bio-Rad verwendet. Die Membran wurde im Westernblotpuffer akviert und für 
den Transfer zusammen mit dem Gel nach Beschreibung des Herstellers aufgebaut. Das Gel-
system wurde mit Westernblotpuffer aufgefüllt und der Transfer erfolgte 2 h mit 250 mA bei 
4°C. 
Die Proteine auf der Membran wurden mit spezifischen Ankörpern nachgewiesen. Hierfür 
wurde die Membran 30-45 min in Blockierungs-Puffer (TTBS/3% BSA) inkubiert, um unspezi-
fische Bindungen zu vermeiden. Anschließend wurden die Ankörper in TTBS verdünnt und 
mind. 1 h mit der Membran inkubiert. Danach wurde die Membran dreimal 10 min mit TTBS 
gewaschen. Der Hrp (Horseradish-Peroxidase)-gekoppelte Zweitankörper wurde ebenfalls 
in TTBS verdünnt und 45-60 min mit der Membran inkubiert. Danach wurde die Membran 
erneut dreimal 10 min mit PBS gewaschen. Die Proteine wurden durch Chemilumineszenz 
sichtbar gemacht. Dafür wurde das Renaissance Western Blot System (ICN) verwendet.
Um Membranen erneut mit anderen Ankörpern zu inkubieren, wurden die Ankörper aus 
dem vorherigen Durchgang enernt. Hierfür wurde die Membran 30 min in „Stripping“ Puf-
fer bei 50°C inkubiert und anschließend dreimal mit TTBS gewaschen. Nach einem Blockie-
rungsschri wurden die Membranen wie oben beschrieben mit neuen Ankörpern inkubiert.
Mater ia l  und Methoden
   124
Antikörper für Immunoblots
Name Spezies Firma Bestellnum-
mer
Anwendung
an ERK1/2 Thr202/Tyr204 Maus Cell Signaling 9106 IB
an EGFR Kaninchen Santa Cruz sc-03 IB; IF; IP
an c-Abl Maus B&D 554148 IB
an EGFR Tyr1173 Kaninchen Cell Signaling 4407 IB
an EGFR Tyr992 Kaninchen Cell Signaling 9922 (Kit) IB
an EGFR Tyr1045 Kaninchen Cell Signaling 9922 (Kit) IB
an EGFR Tyr845 Kaninchen Cell Signaling 9922 (Kit) IB
an EGFR Kaninchen Cell Signaling 9922 (Kit) IB
an pY99 Maus Santa Cruz sc-7020 IB
an c-Met Kaninchen Santa Cruz sc-10 IB
an SHC Kaninchen Transducon 610081 IB; IP
an SHC Maus Santa Cruz sc-967 IB
an Grb2 Maus Transducon 610112 IB
an Grb2 Kaninchen Santa Cruz sc-255 IB; IP
an Akn Maus Sigma A5441 IB
an SHC Tyr239/240 Kaninchen Santa Cruz sc18074-R IB
an SHP-2 Kaninchen Santa Cruz sc-280 IB
an PLCγ1 Kaninchen Santa Cruz sc-426 IB
an PLCγ1 Tyr783 Kaninchen Cell Signaling 2821 IB
an phospho-Akt Substrat Kaninchen Cell Signaling 9614 IB
an Akt Ser473 Kaninchen Cell Signaling 2965 IB
an Akt Thr308 Maus Cell Signaling 4060 IB
an MEK1/2 Ser217/221 Kaninchen Cell Signaling 9121 IB
IP = Immunopräzipitaon; IB = Immunoblot; IF = Immunofluoreszenz
Immunopräzipitation6.5. 
Anhand der Immunopräzipitaon von Proteinen können nach einer anschließenden Immu-
noblot-Analyse sowohl Protein-Protein-Interakonen nachgewiesen werden als auch be-
smmte Proteinmodifikaonen wie die Phosphorylierung oder Ubiquinylierung spezifi-
scher Proteine analysiert werden. 
Pro Ansatz wurden 1 x 106 Zellen in der Zellkulturschale auf Eis überführt und einmal mit kal-
tem PBS gewaschen. Anschließend wurden die Zellen in 2 ml PBS/100 mM OVan (Ortho-Va-
nadat) überführt und mit einem Zellschaber von der Zellkulturschale abgelöst. Die Zellen 
wurden bei 2500 rpm in einer gekühlten Tischzentrifuge (4°C) 5 min zentrifugiert und das 
Pellet wurde für die Lyse in 500 μl Ripa-Puffer aufgenommen und 5 min auf Eis inkubiert. Da-
nach wurden die Zellen durch 10-14 maliges passagieren durch eine Spritze (Kanüle: Hen-
ke-Sass-Wolf; 0,45 x 25 mm) weiter lysiert. Zwischen jedem zweiten Passagierschri wurde 
das Lysat 1 min auf Eis inkubiert und die nächste Probe bearbeitet. Anschließend wurden die 
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Proben 10 min bei 13 000 rpm in einer gekühlten Tischzentrifuge (4°C) zentrifugiert um den 
Zell-Debris zu enernen. Das Lysat wurde 30 min bei 4°C auf einem Rotaonsrad mit 20 μl 
Protein A/G Sapharose-Beads (Pierce) inkubiert, um unspezifische Bindungen. Das Lysat und 
die Beads wurden bei 1000 rpm 5 min zentrifugiert und der Überstand in ein neues Reagenz-
gefäß überführt. Pro Ansatz wurden 2 μg des jeweiligen Ankörpers zugegeben. Die Proben 
wurden ü.N. bei 4°C auf dem Rotaonsrad inkubiert. Am nächsten Tag wurden 20 μl Beads 
zu den Proben gegeben, diese wurden dann nochmals 2 h auf dem Rotaonsrad bei 4°C in-
kubiert, um die Bindung der Beads an die an den Ankörpern gebundenen Proteine zu er-
möglichen. Nach der Inkubaon wurden die Proben 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert und der 
Überstand vorsichg enernt. Die Beads wurden dreimal mit Ripa-Puffer und dreimal mit 
PBS gewaschen und anschließend in 30 μl 1 x Ladepuffer (Ro®load; Roth) aufgenommen 
und 5 min bei 95°C gekocht. Weiterführende Analysen wurden miels Immunoblot durchge-








Vor der Benutzung werden folgende Komponenten 
frisch dazugegeben:
OVan (Ortho-Vanadat) 100 mM
Protease-Inhibitor Cocktail (Roche) 1 x
Antikörper für Immunoprüzipitation und Immunoblotananalyse der Präzipitate
Name Spezies Firma Bestellnummer Anwendung
an EGFR Kaninchen Santa Cruz sc-03 IP
an pY99 Maus Santa Cruz sc-7020 IB
an SHC Kaninchen Transducon 610081 IP
an SHC Maus Santa Cruz sc-967 IB
an Grb2 Maus Transducon 610112 IB
an Grb2 Kaninchen Santa Cruz sc-255 IP
an Akn Maus Sigma A5441 IB
an c-Met Maus Upstate 05-237 IP
IP = Immunopräzipitaon; IB = Immunoblot
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10 x Westernblotpuffer 200 ml
Methanol 400 ml
H2Obidest ad 2 L
10 x TBS
NaCl 80 g (140 mM)
KCl 2 g (2,7 mM)
Tris-Base 30 g (25 mM)
H2Obidest ad 1 L
1 x TBST
Tween 20 1 ml
1 x TBS ad 1 L
„Stripping“ Puffer
Tris-HCl 62,5 mM pH 6,7
β-Mercaptoethanol 100 mM
SDS 2%








Die Analyse der mRNA-Expression von IL-8, Egr1 und Fos erfolgte miels Real-Time PCR 
(quantave Reverse Transkriptase (RT) Polymerasen-Keenreakon). Diese Methode er-
möglicht eine quantave Echtzeitanalyse der mRNA-Expression. Hierbei wird RNA als Tran-
skriponsvorlage für eine PCR verwendet, die durch den Einsatz einer Reversen Transkripta-
se in DNA umgeschrieben wird. Hierbei wird der DNA-Fluoreszenzfarbstoffs SYBR Green 
verwendet. Dieser ermöglicht die quantave Erfassung der synthesierten DNA Molekü-
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le durch die Messung laserinduzierter Fluoreszenzsignale. Für die Real-Time PCR wurde RNA 
aus 1 x 106 Zellen mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben isoliert. Die 
Reinheit der RNA wird photometrisch besmmt, indem die Exnkon bei λ=260 nm (DNA) 
und λ=280 nm gemessen wurde. Ist der Koeffizient kleiner als 2, ist die RNA mit Proteinen, 
genomischer DNA und/oder aromaschen Substanzen (z.B. Phenol) verunreinigt. In diesem 
Fall muss die RNA erneut aufgereinigt werden. Eine OD260 von 1 entspricht einer RNA-Kon-
zentraon von 40 ng/μl. 
Die RNA wurde mit Hilfe des QuanFast SYBR Green PCR Kits (Qiagen) wie folgt für die Real-
Time PCR vorbereitet:
Primer Mix
FW Primer (100 mM) 20 μl (10 μM Endkonzentraon)
Rev Primer (100 mM) 20 μl (10 μM Endkonzentraon)
H2Obidest 160 μl
PCR Mix (pro Reaktion)
Sybr Mix (Qiagen-Kit) 10 μl
Primer Mix 0,5 μl
H2Obidest 4,25 μl
RT-Mix (Qiagen) 0,25 μl
Von dem Reakonsgemisch wurden 15 μl zusammen mit 10 μl (10 ng/μl) RNA vermengt und 
für die Real-Time PCR eingesetzt. Die Reakon wurde mit dem unten angegebenen PCR-Pro-
fil mit einem 7900 HT Fast Real-Time PCR-System (Applied Biosystems) durchgeführt. Die 
Auswertung der erhaltenen Daten erfolgte mit dem Programm SDS 2.2.2 (Applied Biosys-
tems) und Excel (Microso).
PCR Profil
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Material und Methoden zum bakteriellen 6.7. Screen
Das 6.7.1. Read-out System
Für den Screen wurde eine klonale Reporterzelllinie eingesetzt (AGS SIB02), die die NF-κB 
Untereinheit p65 (RelA) als GFP-Fusionsprotein exprimiert (Bareld et al; in Vorbereitung). 
Da es sich bei der Reporterzelllinie um eine humane gastrische Epithelzelllinie handelt, ist 
die H. pylori induzierte NF-κB Akvierung hier T4SS abhängig. p65 wird in nicht akvier-
ten Zellen durch den NF-κB Inhibitor IκBα im Zytoplasma gehalten. Kommt es durch exter-
ne Smuli wie bakterielle Effektoren, IL1-β oder TNF-α zu einer Aktvierung des IκB Kinase 
(IKK)-Komplexes, phosphoryliert dieser IκBα und induziert so die proteosomale Degradie-
rung des p65-Inhibitors IκBα. Darauin wird p65 freigesetzt und als Homo-oder Heterodi-
mer in den Nukleus transloziert, wo es als Transkriponsfaktor an DNA bindet und die Gen-
expression zahlreicher Gene wie Il-8, IL-2, CD74 und Cox2 induziert. Durch den Einsatz eines 
automaschen Fluoreszenz-Mikroskops (ScanR; Olympus), können akve und inakve Zel-
len im 96-Well-Maßstab erfasst werden (Abb. 6.2). In den daraus resulerenden Aufnah-
men unterscheiden sich akve Zellen von inakven Zellen durch die nukleare Lokalisaon 
des p65-GFP-Fusionsproteins.
Abb. 6.2: Nukleare Translokaon des p65 GFP-Fusionsproteins in H. pylori infizierten AGS Zellen. 
Die Reporterzelllinie AGS SIB02 wurde in einer 96 Well-Plae ausgesät und 45 min mit dem H. pylori Wildtyp-Stamm P1 
(MOI 100) infiziert. Die infizierten (akv) und nicht infizierten (inakv) Zellen wurden mit MetOH fixiert und mit einem au-
tomaschen Fluoreszenz-Mikroskop (ScanR Olympus; 10 fache Vergrößerung) analysiert. Akvierte Zellen unterscheiden 
sich von inakven Zellen durch die nukleare Lokalisaon des p65-GFP-Fusionsproteins (oben).
Durch eine Computeranalyse der aufgenommenen Bilder (ScanR Programm; Olympus) kann 
die Anzahl der akvierten und nichtakvierten Zellen in einem Versuchsansatz quantav 
ermielt werden. Hierfür müssen die Zellkerne durch eine vorhergehende Färbung des Zell-
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kerns mit bis-Benzamidine (1:10 000) angefärbt werden, damit das Programm jede aufge-
nommene Zelle als ein einzelnes Objekt erkennt und analysieren kann. Durch die Einteilung 
der erfassten Zellen in definierte Zellpopulaonen liefert die Computeranalyse die Anzahl al-
ler akven und inakven Zellen in einem Ansatz und ermöglicht so eine quantave Ermi-
lung der NF-κB Akvierung (Abb. 6.3).
Abb. 6.3: Analyse der nuklearen Translokaonsereignisse des 
p65-GFP-Fusionsproteins in H. pylori infizierten AGS-Zellen.
Nach der mikroskopischen Aufnahme der infizierten und nicht infizierten 
Zellen werden die aufgenommenen Bilder mit der ScanR Soware analy-
siert. A) Anhand des Heywood Circularity Faktors (s.u.) wird in einem Dot-
plot Diagramm eine Zellpopulaon für weitere Analysen ausgewählt, de-
ren Nukleus eine normale Größe und Granularität aufweist (Gate 1). B) 
Ein weiterer Analyse-Schri besteht darin, die Zellen aus der ersten Zell-
populaon in drei weitere Zellpopulaonen zu unterteilen, die sich in ihrem Verhältnis von nuklearem zu zytosolischem GFP 
(RaoNucGyto) in Abhängigkeit zum zytosolischen GFP-Median (CytoMeanGFP) unterscheiden. Ist das Verhältnis größer als 
eins, werden die Zellen als akv klassifiziert (Gate 2), liegt das Verhältnis unter eins werden die Zellen als inakv eingestu 
(Gate 4). Zusätzlich wurde eine Intermediäre Zone definiert, die nicht in die Auswertung mit einfließt (Gate 3). C) Durch die-
se Unterteilung können drei unterschiedliche Regionen der Zelle definiert werden, in denen der jeweilige GFP-Gehalt analy-
siert und ausgewertet wird. Gate 2 definiert die nukleare Zone, Gate 3 definiert die intermediäre Zone und Gate 4 definiert 
den zytoplasmaschen Bereich der Zelle.
Der in Abb. 6.3 beschriebene Heywood Circularity Faktor (HCF) wird für die Definion von 
Parkelformen verwendet. Er wird durch folgende Formel definiert:
HCF=Parkeldurchmesser/(2 x √(π x Parkelfläche))
Unter Verwendung der Zelllinie AGS SIB02, der in Abb. 6.2 und 6.3 beschriebenen Analy-
se-Methode und einer Transposon-mutagenisierten H. pylori-Bibliothek (Salama et al., 2004) 
wurde hier eine Screening-Methode entwickelt, mit der eine große Anzahl einzelner bakte-
rieller Mutanten auf ihre Fähigkeit getestet werden kann, NF-κB zu akvieren. Da die NF-κB 
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Antwort von potenellen Effektoren, einem funkonalen T4SS und der erfolgreichen Adhäsi-
on der Bakterien an die Wirtszellen abhängt, ermöglicht diese Screening-Methode die Iden-
fikaon von T4SS assoziierten Proteinen, neuen NF-κB-Effektoren und unbekannten Adhä-
sinen.
Reporter Zelllinie
Name Quelle Zelltyp Modifikation Medium Literatur











10% FBS, 2 mM 
L-Glutamin
Bareld et al.; 
in Vorbereitung
Die bakterielle Transposon-basierte Mutanten-Bibliothek von 6.7.2. 
H. pylori
Die verwendete H. pylori Bibliothek umfasst 5363 verschiedene Transposon-Mutanten. Mi-
croArray Analysen haben gezeigt, dass nur 344 der ca. 1500 Gene von H. pylori bei der Her-
stellung der Bibliothek nicht mutagenisiert werden konnten (Salama et al., 2004). Hierbei 
stellte sich heraus, dass der größte Anteil dieser Gene essenell sind und demzufolge ihre 
Deleon letal ist. Da deshalb mit einer neuen Mutagenese keine höhere Mutanten-Ausbeu-
te zu erwarten war, wurde diese Mutanten-Bibliothek sowohl für die Etablierung als auch für 
den Screen selbst verwendet.
Identifikation der Transposon-Insertionsorte6.7.3. 
Für die Idenfizierung des Transposon-Lokus innerhalb des bakteriellen Genoms wurde der 
Inseronsort mit der Hilfe des Transposon-Primers S2 sequenziert (siehe Abb. 6.4). Hier-
für wurde die genomische DNA der in Frage kommenden Mutanten isoliert und zum Sequen-
zieren geschickt. Die so erhaltene Sequenz wurde auf der Internetseite von NCBI mit dem 
BLAST-Programm (hp://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) mit der genomischen Sequenz al-
ler sequenzierten H. pylori Stämme (26695; J99; G27) verglichen.
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Abb. 6.4: Lage des Transposon-Primers S2.
Transposon (Tn7) des in vitro Mutagenese-Vektors pGPS-cat mit Chloramphenicol Acyltransferase kodierender Sequenz 
(CAT) als Selekonsmarker. Der Primer S2 bindet an der linken Transposonseite. Die Sequenzierung mit diesem Primer führt 
zu einer Idenfikaon des linken flankierenden Sequenzbereichs des genomischen Transposon-Lokus.
Name Sequenz Literatur
S2 5`CAGTTCCCAACTATTTTGTCC 3` Salama et al., 2004
Vereinzelung und Vorbereitung der Mutanten für den Screen6.7.4. 
Eine der wichgsten Aufgaben der Etablierungs-Prozedur bestand darin, eine Screening-Me-
thode zu entwickeln, die es zulässt, die Klone auf einfachem Weg zu vereinzeln um ihre Fä-
higkeit NF-κB zu akvieren in einem großen Maßstab zu testen. Dies wurde wie folgt be-
werkstelligt. Die Kontroll-Stämme und die Bibliothek wurden aufgetaut und ausplaert. Als 
Negavkontrollen wurden der Wildtyp-Stamm G27 und die Bibliotheks-Mutante Klon 1 ver-
wendet, da sie NF-κB akvieren. Als Posivkontrolle wurde Klon 2B verwendet, der kein NF-
κB akviert. Klon 1 und Klon 2B erschienen als besonders geeignet, da sie aus der Mutanten-
Bibliothek stammen, die auch für den Screen verwendet wird. 
Nach einer dreitägigen Inkubaon wurden die Bakterien mit Verdünnungsausstrichen ver-
einzelt. Nach einer weiteren zweitägigen Inkubaonsphase wurden acht Einzelklone pro 
Kontrolle und 72 Einzelklone der Mutanten-Bibliothek in 1 cm lange Streifen auf eine neue 
Agarplae (10 cm Durchmesser) transferiert (Abb. 6.5A). So konnten 96 Einzelklone auf ei-
ner Mikroterplae inkubiert werden. Dieses Verfahren ermöglichte ein vereinheitlichtes 
Wachstum der Bakterien und demzufolge den Erhalt einer einheitlichen Koloniegröße pro 
Klon.
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Abb. 6.5: Plaen-Matrix.
A) Die Mutanten-Bibliothek und die Kontrollen wurden im Verdünnungsausstrich ausplaert. Acht Einzelklone pro Kontrol-
le (Klon 2B, Klon 1 und G27) und 72 Einzelklone der Bibliothek wurden in Form eines jeweils 1 cm breiten Streifens auf eine 
neue Pae überführt. Die Plae wurde zwei Tage bei 37°C inkubiert und anschließend für den Screen eingesetzt. B) die 96 
Einzelklone der Agar-Plae wurden anschließend in eine mit BHI+10%FCS gefüllte 96-Well-Plae überführt. Hierbei wurde 
die Matrix der Agar-Plae von oben nach unten in den Reihen 1-12 übernommen.
Nach zweitägiger Inkubaon wurden die Bakterien-Agarplaen für den semi-automaschen 
Screen eingesetzt. Die Einzelklone auf den Agarplaen wurden manuell jeweils in ein Well 
einer 96-Well-Plae überführt, die mit 100 μl BHI+10%FCS pro Well gefüllt war (Abb. 6.5B). 
Da die Agar-Plae insgesamt 96 Einzelklone umfasste, konnten die Klone der Agarplaen-
Matrix von oben nach unten den Reihen 1-12 folgend in die 96-Well-Plae transferiert wer-
den. Jede dieser 96-Well-Plaen repräsenerte hierbei eine bakterielle Masterplae, auch 
Familie genannt. Für die Inkubaon der Bakterien wurde ein doppelbegasbarer Inkubator 
(Thermo Electronic Cooperaon; Thermoforma Series2) verwendet, der sowohl den O2 als 
auch den CO2 Gehalt misst und einstellt (O2: 4%; CO2: 5%), um mikroaerophile Bakterien wie 
H. pylori inkubieren zu können.
Etablierung der automatisierten 6.7.5. Screening-Plattform
Nach der manuellen Etablierung des Systems sollte die Prozedur nun auf eine automa-
sche Roboter-Plaorm überführt werden. Die folgende Screening-Strategie lieferte schließ-
lich sowohl konstante Akvierungsmuster der eingesetzten Kontrollen als auch die einfachs-
te Handhabung bei der Bearbeitung einer großen Anzahl an Einzelklonen.
Nach der Vereinzelung wurden die Klone der Bibliothek in jeweils ein Well einer 96-Well 
Multerplaen (Masterplaen) transferiert (Abb. 6.5). Die Masterplaen wurden vor dem 
Transfer mit 100 μl Medium (BHI/10%FCS) pro Well befüllt. Nach der Überführung der Klo-
ne wurden diese 1 h bei 37°C inkubiert. Anschließend erfolgte die automasche Infekon 
mit der Biomek FP Workstaon. Hierfür wurden jeweils 25 μl pro Ansatz von der Masterplat-
te, auf jeweils eine von drei Reporter-Plaen mit der Reporterzelllinie AGS SIB02 überführt 
(Abb. 6.6). Jede der drei Plaen wurde für jeweils einen Infekonszeitpunkt (45, 120 und 
180 min) eingesetzt. Die restlichen 25 μl Bakteriensuspension der anfänglichen 100 μl wur-
de in der Masterplae bei -80°C weggefroren und gelagert. 
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Abb.6.6: Screening Ablauf.
Einzelklone der Kontroll-Stämme 
und Mutanten werden manuell 
von Agar-Plaen in 96-Well Mikro-
terplaen überführt (S. 132). Die-
se beinhalteten 100 μl BHI+10% 
FCS pro Well. Die Mikroterplaen 
werden als Masterplaen oder Fa-
milien bezeichnet und 1 h bei 37°C 
und 5% CO2 inkubiert. Anschlie-
ßend werden die Plaen in den 
Inkubator des Roboters (S. 133) 
überführt, der pro Familie jeweils 
drei weitere Mikroterplaen mit 
der AGS SIB02 Zelllinie (Reporter-
Plaen) enthält. Jede dieser Plat-
ten wird für jeweils einen der drei 
zu messenden Infekonszeitpunk-
te (45, 120 und 180 min) verwen-
det. Der Roboter überführt jeweils 
25 μl Bakteriensuspension der 
Masterplae pro Infekonszeit-
punkt in die korrespondierenden 
Reporter-Plaen. Die restlichen 
25 μl werden in der Masterplae 
bei -80°C weggefroren. Die Infek-
onsplaen werden nach den je-
weiligen Infekonszeitpunkten fi-
xiert und mit dem automaschen 
Mikroskop und der Analyse-So-
ware ausgewertet. Nach der Iden-
fikaon der Hits werden die Mas-
terplaen wieder aufgetaut, die 
jeweiligen Hits ausplaert, rekul-
viert und Glycerolstocks für die 
langfrisge Lagerung angefergt. 
Jeder Hit wird in mind. zwei un-
abhängigen Validierungsrunden 
überprü.
Die Reporter-Plaen wurden nach Ablauf der jeweiligen Infekonszeitpunkte fixiert. Die fi-
xierten Plaen wurden dann mit dem automaschen ScanR Mikroskop und der ScanR Analy-
se-Soware ausgewertet (S. 128-129). Nach der Idenfizierung poteneller Hits wurden die 
Masterplaen wieder aufgetaut, die jeweiligen Hits auf Agarplaen überführt und drei Tage 
rekulviert. Anschließend wurden Glycerolstocks angefergt, um eine längere Lagerung zu 
ermöglichen. Alle Hits der ersten Runde werden durch mind. zwei unabhängige Validierungs-
runden nochmals analysiert und überprü, um falsch-posive Mutanten auszuschließen.
Der Roboter und die Roboter-Software6.7.6. 
Bei dem für den bakteriellen Screen eingesetzten Roboter handelt es sich um eine Biomek 
FXP Workstaon (Beckman & Coulter). Das Roboter-Programm wurde mit der Samiex-So-
ware geschrieben.
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Der Z-6.7.7. Score für die Definition von Hits
Der Z-Score gibt die Abweichung eines Messwerts vom Mielwert der Gesamtmessung in 
Vielfaches der Standardabweichung an. Er liefert so eine präzise Aussage über den Akvie-
rungs-Charakter einer Mutante. Bei der Kalkulaon des Z-Scores werden die Mielwerte und 




Eine Mutante wurde dann als Hit eingestu, wenn sowohl ihr Z-Score als auch ihr Akvie-
rungsmuster entweder denen der Posivkontrolle von Klon 2B nach 45 min Infekon ent-
sprachen (mind. -1), oder zu späteren Infekonszeitpunkten weit höher lagen als die der Ne-
gavkontrollen Klon 1 oder G27 (mind. 0,8). Hierbei handelte es sich folglich entweder um 
potenelle Hits, die Mutaonen in Genen von NF-κB akvierenden Proteinen tragen oder 
um Mutanten, die Mutaonen in Genen für NF-κB inhibierende Proteine tragen.
Der Z` Faktor zur Ermittlung der Qualität eines 6.7.8. Screens
Der Z´Faktor (Z-Prime-Faktor) wurde für jede Plae errechnet. Er gibt die Qualität der ver-
wendeten Kontrollen an indem die Summe der Standardabweichungen aller Kontrollen 
durch die Mielwertbereiche der Kontrollen dividiert wird. Liegt der Faktor unter eins, 
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Na2HPO4 * 7 H20 2,16 g
H2Obidest ad 1 l
Alle hier aufgeführten Chemikalien, deren Hersteller nicht aufgeführt sind, wurden bei SIG-
MA, Roche oder Roth gekau.
Verwendete Computer Programme6.9. 
Scan1. R-Programm (Olympus): Analyse von Aufnahmen des automaschen Fluorsezenz-
mikroskops
Photoshop CS32.  (Adobe): Bildbearbeitungsprogramm
InDesign CS33.  (Adobe): Layoutprogramm
Adobe Illustrator CS34.  (Adobe): Graphikprogramm
CorelDRAW 115.  (Corel): Graphikprogramm
NCBI BLAST 6. (NCBI): Vergleich von Sequenz-Homologien im Internet
Microso Office Word7.  (Microso): Textbearbeitungsprogramm
Microso Office Excel8.  (Microso): Tabellenkalkulaonsprogramm
R9.  (Stask Programm): stassches Auswertungsprogramm für naturwissenschaliche 
Daten
Sami10. 
ex (Beckman & Coulter): Programm zur Steuerung des Biomek FXP Roboters
LAS AF Lite11.  (Leica): Bildbearbeitungs-und Bilddarstellungsprogramm für konfokales Lei-
ca TCS NT/SPE Mikroskop
BLOCK-iTTM RNAi Designer12.  (Invitrogen): Erstellung von shRNA Sequenzen
SDS 2.2.213.  (Applied Biosystems): Auswertungsprogramm für Real-Time PCR
AIDA Imaging Programm14.  (raytest): Quanfizierung von Immunoblots
FCS Express V315.  (De Novo Soware): FACS Analyse Programm
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